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Abstraktum

Abstraktum

Um die Bildgebung von gastrointestinalen Stromatumoren mittels Positronen-
Emissions-Tomographie zu verbessern, wurden in dieser Arbeit neue '8F-markierte
PET-Radiotracer entwickelt und evaluiert. Dafiir wurde einerseits ein Radiotracer
([*8F]Fluor-Norimatinib) entwickelt, der die Sensitivitit des Tumors gegenuber
Imatinib darstellen sollte und andererseits ein Radiotracer ([*3F]Fluor-DOG1), mit
dem sich gastrointestinale Stromatumore von anderen Sarkomen ohne invasive
Biopsie unterscheiden lassen sollten.

Literaturbekannte '8F-markierte Imatinib-Derivate weisen eine hohe Lipophilie und
damit eine starke Akkumulation in der Leber auf, die die Bildgebung von
gastrointestinalen Stromatumoren erschwert, weshalb in dieser Arbeit der
hydrophilere Metabolit Norimatinib als Grundstruktur verwendet wurde. Das
Radiolabel wurde am Pyridin-Ring eingefiihrt, da an dieser Position keine
metabolischen Prozesse bekannt waren und [*®F]Fluorpyridine ber Nitropyridin-
Vorlaufer einfach zuganglich sind.

Die Darstellung des Nitropyridin-Vorlaufers und des Fluor-Standards von FNI
wurden zunachst in einer 6-stufigen Synthese geplant, die allerdings nur fiir den
Standard Fluor-Norimatinib (FNI) erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, da die
harschen Reaktionsbedingungen des letzten Reaktionsschrittes nicht mit dem Nitro-
Derivat kompatibel waren. Eine neue 7-stufige Synthese, bei der weitestgehend auf
mildere Bedingungen zuriickgegriffen wurde, konnte jedoch den Nitropyridin-
Vorlaufer in guten Ausbeuten liefern. Die zweistufige Radiomarkierung konnte
erfolgreich etabliert werden, sodass [*F]FNI nach Radiofluorierung, Entschiitzung
und Aufreinigung in guten Ausbeuten erhalten wurde. Die Evaluierung in vitro wies
aufgrund der Lipophilie nur eine geringe spezifische Bindung auf, jedoch zeigte FNI
ein zu Imatinib analoges Bindungsprofil bezliglich verschiedener KIT-Mutanten. In
den in vivo-Studien konnte zwar die renale Ausscheidung des Radiotracers stark
erhoht werden, wodurch eine vorteilhafte, geringere Akkumulation in der Leber
resultierte, allerdings erfolgte keine hohe Anreicherung in den Tumoren, vermutlich
aufgrund deren geringer Vaskularisierung. Des Weiteren wurde durch die
Metabolisierung des Radiotracers ['8F]Fluorid freigesetzt, welches zu erhohter
Knochenanreicherung fiihrte. Dies konnte jedoch durch Administration kleiner
Mengen Ketoconazol reduziert werden, wobei zudem die Anreicherung in den
Tumoren leicht stieg.

Fir die Radiomarkierung von ['®F]Fluor-DOG1 wurden zunichst verschiedene
Vorlaufer mit Nitro-, Triazen- bzw. Borsdureester-Abgangsgruppen erfolgreich
synthetisiert. Dabei zeigte sich, dass der Nitro-Vorlaufer keine ausreichende
Stabilitdt unter den harschen Markierungsbedingungen besal}, weswegen auf den
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reaktiveren Triazen-Vorlaufer zuriickgegriffen wurde. Dessen hohe Reaktivitat
flhrte allerdings zu einer Vielzahl an Reaktionsprodukten, die sowohl die Analytik,
als auch die Aufreinigung derart erschwerten, dass auch dieser Vorlaufer keine
sinnvolle Option darstellte. Uber die Kupfer-katalysierte Radiofluorierung des
Borsdureester-Vorlaufers hingegen konnte der gewiinschte Radiotracer [*®F]Fluor-
DOG1 in guten Ausbeuten erhalten werden. In ersten in vivo-Studien in Mausen
zeigte der Radiotracer keine =zufriedenstellende Pharmakokinetik, da die
Anreicherung im Tumor nur unzureichend stattfand, jedoch eine starke
Akkumulation in der Leber beobachtbar war. Dies wurde auf die geringe Stabilitat
von [*¥F]Fluor-DOG1 in murinem Blutserum zurickgefihrt, weswegen eine
Optimierung dahingehend vorgenommen werden sollte.
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To improve the imaging of gastrointestinal stromal tumours via positron emission
tomography, novel 8F-labelled PET radiotracers have been developed in this work.
For this, two radiotracers have been designed, on the one hand a radiotracer
([*8F]fluoronorimatinib) displaying the sensitivity of the tumour towards Imatinib
and on the other hand another radiotracer ([*®F]fluoro-DOG1) being able to
distinguish gastrointestinal stromal tumours from other sarcoma without the need
for invasive biopsy.

Literature-known 8F-labelled derivatives of Imatinib show a high lipophilicity and
thus a strong accumulation in the liver impeding the imaging of gastrointestinal
stromal tumours. Therefore the more hydrophilic metabolite Norimatinib has been
used as the lead structure in this study. The radiolabel has been introduced into the
pyridine ring, since there are no known metabolic processes at this position and
[*8F]fluoropyridines are easily accessible via nitropyridine precursors.

The syntheses of the nitropyridine precursor and the non-radioactive reference of
FNI were first planned in a 6-step reaction scheme, which, however, could only be
successfully applied to the standard compound fluoronorimatinib (FNI), since the
harsh reaction conditions of the last reaction step were not compatible with the
nitro derivative. In a new 7-step synthesis employing mostly milder conditions,
finally, the nitropyridine precursor could be obtained in good yields. The 2-step
radiosynthesis was established successfully, so [*8F]FNI could be synthesised in good
yields after radiofluorination, deprotection and purification. The in vitro evaluation
exhibited only a low specific binding due to the lipophilicity of the compound.
However, FNI displayed a comparable binding profile as Imatinib towards different
KIT mutants. Although the renal excretion of the tracer could be increased, resulting
in an advantageous lower accumulation in the liver, there was only moderate
uptake in the tumours, most probably due to their weak vascularisation.
Furthermore, [*®F]fluoride has been released from the radiotracer due to
metabolisation leading to increased bone uptake. However, this could be reduced
with the co-administration of minute amounts of ketoconazole, which also lead to a
slight increase in tumour uptake.

For the radiosynthesis of ['8F]fluoro-DOG1, at first, various precursors have been
successfully synthesised, covering nitro, triazene and boronic acid ester leaving
groups. It could be observed, that the nitro precursor didn’t show sufficient stability
under the harsh labelling conditions, which is why the more reactive triazene
precursor has been evaluated. However, its high reactivity led to a huge number of
reaction products impeding both analysis as well as purification in a way, that this
precursor did not pose a viable option. Eventually, the radiotracer [*8F]fluoro-DOG1
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could be obtained in good yields via copper-catalysed radiofluorination of the
boronic acid ester precursor and was evaluated in vivo. However, the radiotracer
showed undesirable pharmacokinetics, since the uptake in the tumour was
insufficient for imaging and a high hepatic accumulation could be observed. This
was referred to the poor stability of [8F]fluoro-DOG1 in murine blood serum, which
is why an optimisation in this regard should be performed.
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1 EINLEITUNG

1.1 Bildgebende Verfahren

Seit der Entdeckung der Rontgenstrahlen Ende des 19. Jahrhunderts haben sich
zahlreiche bildgebende Verfahren in der Medizin etabliert. Neben der klassischen
Radiographie stellen die Computertomographie (CT), die Magnetresonanz-
tomographie (MRT) und die Szintigraphie die wohl bekanntesten Modalitaten in der
Radiologie und der Nuklearmedizin dar. Daneben existieren noch weitere, in der
klinischen Routine verwendete Verfahren, wie die Positronen-Emissions-Tomo-
graphie (PET) und die Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (SPECT).
Diese werden zwar nicht in gleichem Ausmal® wie die CT oder MRT verwendet,
liefern jedoch zusatzliche wichtige Informationen fiir die Diagnostik. Abgesehen von
speziellen Messverfahren, die in der Klinik selten zum Einsatz kommen, kénnen CT
und MRT nur Aufschlisse Uber die Morphologie — also die Form und Struktur von
Organen und Geweben — geben. Mit PET und SPECT hingegen werden im klinischen
Alltag molekulare Informationen gewonnen, beispielsweise (iber den Stoffwechsel
oder die Proliferation. Dies ist unter anderem in der Onkologie zur Darstellung von
Tumoren und Metastasen, sowie in der Neurologie zur friihzeitigen Erkennung von
Gehirn-Schadigungen von grofRer Bedeutung. Um die Vor- und Nachteile, sowie die
Einsatzgebiete dieser Modalitdten zu erértern, werden im Folgenden CT, MRT,
SPECT und PET kurz vorgestellt.

1.1.1 Computertomographie

Die physikalische Grundlage der CT stellt die Absorption von Réntgenstrahlen in
Abhadngigkeit der Gewebedichte dar, wodurch ein Kontrast zwischen dichten, stark
absorbierenden Organen (beispielsweise Knochen) und schwach absorbierenden
Organen (z.B. mit Luft gefillte Lunge) entsteht. Somit lassen sich Gewebe mit
ahnlichen Dichten, bzw. Absorptionsverhalten kaum voneinander unterscheiden,
woraus ein niedriger Weichteilkontrast resultiert. Durch Gabe von CT-Kontrast-
mitteln (oft iodhaltige Verbindungen) kann der Kontrast in weichem Gewebe erhoht
werden, was unter anderem in der Darstellung von BlutgefaRen Anwendung findet,
beispielsweise bei Untersuchungen von Gefalrupturen oder —verschlissen. Im
Gegensatz zur Radiographie wird jedoch keine zweidimensionale Aufnahme aus
einer Projektion angefertigt, sondern ein dreidimensionales Modell, das mittels
Rekonstruktionsalgorithmen aus einer Vielzahl von Projektionen gewonnen wird.
Dazu rotieren die Strahlenquelle und der Detektor um den Patienten und erzeugen
pro Schicht etwa 1000 Projektionen, die mit den entsprechenden Algorithmen
(gefilterte Riickprojektion) zu einem zweidimensionalen transaxialen Schnittbild re-
konstruiert werden. Aus der Kombination der Schnittbilder aller Schichten kann
dann das dreidimensionale Modell erzeugt werden. Gegenliber der Radiographie
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ergibt sich somit der Vorteil, dass keine Uberlagerungen entstehen und somit eine
deutlich bessere Separation der unterschiedlichen Gewebe moglich ist. Trotz der
mit der Radiographie verglichenen hdheren Strahlendosis ist die CT aus dem
klinischen Alltag nicht mehr wegzudenken, was unter anderem an der hohen
raumlichen Auflosung von 0.5-1.0 mm, den kurzen Akquisitionszeiten, der hohen
Verflgbarkeit in vielen klinischen Einrichtungen und nicht zuletzt den vergleichs-
weise niedrigen Kosten liegt.! Neben dem Einsatz in der Notfall-Diagnostik,
beispielsweise zur Beurteilung von Knochenbriichen oder inneren Blutungen, wird
die CT unter anderem auch zur Detektion von Tumoren und Kalkablagerungen oder
als Hilfsmittel wahrend Biopsien und Operationen verwendet.

1.1.2 Magnetresonanztomographie

Komplementar zur CT stellt die MRT eine Bildgebungsmodalitat dar, mit der vor
allem ein hoher Weichteilkontrast erzielt werden kann. Die physikalische Grundlage
stellt hierbei die Kernspinresonanz dar. Vereinfacht ausgedriickt werden dabei
Atomkerne, deren Kernspin sich von null unterscheidet, in einem starken
magnetischen Feld ausgerichtet und durch Radiofrequenzpulse resonant angeregt.
Nach Abschalten dieser Pulse beginnen die Atomkerne sich wieder im magnetischen
Feld auszurichten (Relaxation), wobei dieser Vorgang abhangig von der molekularen
Umgebung dieser Atomkerne ist. In kohlenwasserstoffreichen Geweben beispiels-
weise besitzen 'H-Atomkerne deutlich kirzere Relaxationszeiten als in wdassriger
Umgebung.? Somit wird im Gegensatz zur CT weniger der Dichteunterschied der
Gewebe dargestellt, sondern vielmehr unterschiedliche chemische Umgebungen,
wodurch auch weiche Gewebe mit dhnlicher Dichte in der MRT differenziert werden
kénnen. Um eine Ortskodierung der Signale zu ermdéglichen, werden drei ortho-
gonal zueinander stehende Gradientenfelder angelegt, wodurch jedem Volumen-
element (Voxel) eine Signalintensitdt zugeordnet wird. Daraus konnen zwei-
dimensionale Schnittbilder mit Hilfe von Rekonstruktionsalgorithmen errechnet und
dreidimensionale Modelle erzeugt werden. Dabei wird in klinischen Geradten eine
raumliche Auflésung von etwa 1 mm erreicht, in Kleintier-Tomographen kénnen
Aufldsungen von unter 100 um realisiert werden.® Neben dem hohen Weichteil-
kontrast zeichnet sich die MRT vor allem durch die Verwendung von Magnetfeldern
aus, die im Gegensatz zu den Rontgenstrahlen der CT keine ionisierende Wirkung
haben und damit den Patienten keiner Strahlenbelastung aussetzen. Dies spielt vor
allem bei Patienten, die mehrfach untersucht werden missen oder auch bei
Schwangeren eine groRe Rolle, da bei diesen Patienten die Strahlendosis so niedrig
wie moglich gehalten werden sollte. Kontraindikationen fiir eine Untersuchung
mittels MRT stellen ferromagnetische Materialien im Patienten, wie beispielsweise
Piercings, Implantate und Tatowierungen mit eisenhaltigen Farbpigmenten dar, da
diese durch das starke Magnetfeld (klinisch meist 1.5-3 T) aus dem Korper gerissen
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werden oder sich stark erhitzen kénnen.? Zusatzlich bestehen Beeintrachtigungen
bei Vorhandensein von é&lteren Herzschrittmachern, deren Funktion durch das
Magnetfeld gestort werden kann. Weitere Nachteile sind hohe Kosten, langere
Untersuchungszeiten und vor allem die geringe Sensitivitat, wodurch die Bild-
qualitdt ohne Verwendung von Kontrastmitteln (Gadolinium-haltige Verbindungen)
stark eingeschrankt ist. Neben der Darstellung der Morphologie mittels MRT, gibt es
mittlerweile auch MRT-Verfahren, die physiologische Informationen bereitstellen
kénnen, wie beispielsweise die diffusionsgewichtete MRT (DW-MRT). Diese
bendtigen allerdings zwingend die Gabe von Kontrastmitteln. Eine weitere moderne
Modalitat stellt die Magnetresonanzspektroskopie (MRS) dar, bei der in jedem
Voxel ein NMR-Spektrum gemessen wird. Dadurch kénnen Metaboliten wie Cholin
(Marker fur Zellwachstum) oder N-Acetylaspartat (Marker fiir die Schadigung von
neuronalem Gewebe) anhand spezifischer Signale detektiert und sogar quantifiziert
werden. Durch Kombination mit der MRT lassen sich somit biochemische mit
morphologischen Informationen verknipfen. Meist wird jedoch nur ein einzelner
Voxel von 1-8 cm? im Zielgewebe gemessen, da die zu quantifizierenden Meta-
boliten nur in sehr geringer Konzentration vorliegen und bedingt durch die geringe
Sensitivitdt langere Messzeiten benoétigt werden. Da im klinischen Alltag derart
lange Untersuchungszeiten nicht realisierbar sind, findet die MRS bisher
hauptsachlich Anwendung in der Forschung. Zur Darstellung von biochemischen
Veranderungen oder der Rezeptorexpression mittels konventioneller MRT gibt es
zwar erste Ansdtze, allerdings setzen diese die Gabe von Kontrastmitteln in
vergleichsweise hohen Konzentrationen voraus, wodurch physiologische Vorgange
beeinflusst und damit falsch wiedergegeben werden kénnen. Weiterhin schrankt
eine mogliche Unvertraglichkeit, beziehungsweise Toxizitdt die Verwendung hoher
Mengen an Kontrastmittel stark ein. Somit sind CT und MRT bisher gréRtenteils
limitiert auf die Bereitstellung morphologischer Informationen.

1.1.3 Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie und Positronen-
Emissions-Tomographie

Im Gegensatz dazu lassen sich mit der PET und der SPECT molekulare Informationen
gewinnen, beispielsweise Uber den Metabolismus (Abb. 1), die Proliferation oder
die Expression bestimmter Rezeptoren. Beiden Methoden gemein ist die
Verwendung von Radiotracern, also radioaktiv markierten Substanzen, die sich in
bestimmten Geweben vermehrt anreichern und dort mittels Detektion des
radioaktiven Zerfalls nachweisbar sind. Diese Anreicherung kann nach unter-
schiedlichen Mechanismen erfolgen, unter anderem durch Bindung an einen
extrazellularen Rezeptor oder durch sogenanntes trapping in den Zellen, wie es
beispielsweise bei 2-Desoxy-2-[*®F]fluor-D-glucose ([*®F]FDG) der Fall ist (Abb. 7). Da
zur Messung von Radioaktivitat hochsensible Detektoren existieren, kdnnen bereits
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kleinste Mengen an Strahlung nachgewiesen werden. Dadurch ist es moglich, den
Radiotracer in so geringen Konzentrationen zu verabreichen, dass weder
pharmakologische Effekte, noch eine Beeinflussung der beobachteten physio-
logischen Vorgange auftreten. Diese Methode wurde als Radiotracer-Prinzip von
George de Hevesy entwickelt, der dafiir 1943 den Nobelpreis in Chemie erhielt.

Abb. 1: Bildgebung eines GIST-Patienten mittels [®F]JFDG-PET/CT (koronaler Schnitt) zur
Darstellung des Glucose-Metabolismus. Rote Markierungen: Lasionen mit erhéhtem
Glucose-Umsatz. Blaue Markierungen: Nieren, Harnleiter und Blase (renale Ausscheidung
von [*8F]FDG). Griine Markierungen: physiologisch hoher Glucose-Bedarf des Herzens und
des Gehirns.*

Zwar bedienen sich sowohl SPECT als auch PET des Tracer-Prinzips, bendtigen also
auch zwingend einen Radiotracer, um ein Bild zu erzeugen, allerdings liegen den
beiden Methoden unterschiedliche Zerfallsarten und damit Detektionsmdglich-
keiten zugrunde. Wahrend in der SPECT Nuklide verwendet werden, die beim Zerfall
y-Strahlung aussenden, werden in der PET Positronen-Strahler benétigt. Ahnlich wie
bei der Szintigraphie, werden bei der SPECT Gamma-Kameras verwendet, um den
Ort des radioaktiven Zerfalls zu bestimmen. Diese bestehen aus Nal(Tl)-
Szintillationskristallen, die die y-Quanten aus dem Zerfall in elektrische Signale
umwandeln, die wiederum Uber Photomultiplier verstiarkt werden. Um die
raumliche Auflésung zu steigern, werden Kollimatoren vor die Szintillationskristalle
geschaltet, sodass nur die y-Quanten auf die Szintillatoren treffen, die sich parallel
zum Kollimator bewegen. Da so nur ein geringer Teil der ausgesandten y-Quanten
den Detektor erreicht, geht die erhdhte rdumliche Auflésung (ca. 8-10 mm 1) zu
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Lasten der Sensitivitat. Dies kann jedoch durch eine grofRere Menge an Radiotracer
oder eine langere Messzeit kompensiert werden. In der SPECT werden ein bis drei
Gamma-Kameras gleichzeitig verwendet, die um den Patienten rotieren und so
etwa 120 Projektionen aufnehmen, die anschliefend zu einem dreidimensionalen
Bild verarbeitet werden kénnen. Weitverbreitete Nuklide in der SPECT sind *°™Tc
(ti2 = 6.01 h), *In (t2 = 2.80 d) und 2| (t12 = 13.27 h), die aufgrund ihrer
Halbwertszeiten nicht nur eine einfachere Handhabung, als die kurzlebigen PET-
Nuklide gewahrleisten, sondern auch zur Radiomarkierung von Antikdrpern
geeignet sind. Diese zeigen eine deutlich langsamere Distribution als Peptide oder
niedermolekulare Verbindungen, wodurch die Bildgebung teilweise erst 24-72
Stunden nach Applikation erfolgt, um eine hohe Anreicherung im Zielgewebe zu
gewahrleisten.

Das physikalische Prinzip, das der PET zu Grunde liegt, ist die Positronen-Emission,
genauer die Annihilation des ausgesandten Positrons. Bei der Positronen-Emission
(B*-Zerfall), wird aus einem neutronenarmen Atomkern ein Proton in ein Neutron
unter Emission eines Positrons und eines Elektron-Neutrinos umgewandelt. Trifft
das Positron auf ein Elektron, findet eine Annihilation unter Aussendung zweier y-
Quanten statt, die in einem Winkel von etwa 180 Grad zueinander stehen und die
charakteristische Energie von 511 keV besitzen (Abb. 2 A).>® Die Reichweite des
Positrons wird dabei zum einen von der nuklidspezifischen Positronen-Energie, zum
anderen von der Dichte des umliegenden Materials beeinflusst. Fiir die Bildgebung
sind deshalb Radionuklide mit einer niedrigen Positronenenergie und der daraus
resultierenden hohen Auflosung von Vorteil. In der Positronen-Emissions-Tomo-
graphie wird die Entstehung der entgegengesetzt ausgesandten y-Quanten genutzt,
um mittels Koinzidenzmessung die Signale an gegeniiberliegenden Detektoren
einem Zerfall zuzuordnen und diesen zu lokalisieren. Dazu missen die Signale
innerhalb des Koinzidenz-Intervalls von 4-6 Nanosekunden auf die Detektoren fallen
und dirfen einen bestimmten Energiebereich nicht verlassen, um als Ereignis
gewertet zu werden.®’” Treffen auf den Detektoren y-Quanten mit groRBerem
Zeitunterschied ein, wird das Ereignis nicht gezahlt, da dann davon ausgegangen
werden muss, dass diese beiden y-Quanten aus zwei unterschiedlichen Zerfallen
stammen (Abb. 2 B). Anhand des zeitlichen Unterschieds, mit dem die y-Quanten
den Detektor erreichen, kann zudem in modernen PET-Scannern die time of flight
(TOF) berechnet werden, anhand derer der Zerfallsort genauer bestimmt werden
kann. Durch die Koinzidenzabfrage kann auf Kollimatoren verzichtet werden und
somit — verglichen mit SPECT — eine hohere Empfindlichkeit erreicht werden.
Abhéangig vom verwendeten Radionuklid und dessen Positronenenergie werden so
rdumliche Auflésungen von 4-6 mm realisiert.3°
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Abb.2: A) Positronen-Emission am Beispiel von 8F, welches zu 30 zerfillt. Das Positron (e)
annihiliert mit einem Elektron (e’) unter Aussendung zweier y-Quanten mit 511 keV im

Winkel von 180 Grad. B) Schematische Darstellung der Funktionsweise der
Koinzidenzabfrage bei PET.

Trotz der Koinzidenzmessung, ist die Positronen-Emissions-Tomographie nicht
ganzlich fehlerfrei.®1° So spielt die Compton-Streuung der y-Quanten (scatters) eine
nicht zu vernachlassigende Rolle. Diese fihrt dazu, dass dem Zerfall ein falscher Ort
zuordnet wird. Dabei findet eine Interaktion zwischen den y-Quanten und dem
Gewebe statt, sodass diese von ihrer Flugbahn abgelenkt werden und Energie
verlieren (Abb. 3 A). Unter Verwendung der Gewebedichten, die mittels CT

gemessen werden, konnen diese Fehler jedoch mit speziellen Algorithmen korrigiert
werden.

h
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Abb. 3:  Schematische Darstellung der PET-Fehlerquellen. A) Streuung: Interaktion der emittierten
y-Quanten (griin) mit Gewebe (blau) fiihrt zur Ablenkung (roter Pfeil) und damit zum
falsch bestimmten Ort des Zerfalls (rot). B) Zufallskoinzidenz: zwei voneinander

unabhangige Zerfélle (griin) l6sen Signale in gegeniberliegenden Detektoren aus und
fiihren zu einen falsch-positiven Signal (rot).1°

Eine weitere Fehlerquelle sind Zufallskoinzidenzen, also zwei voneinander
unabhangige y-Quanten, die im Koinzidenz-Intervall auf gegeniberliegende Detek-
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toren fallen. Diese kdénnen aus singuldren Ereignissen oder aus zwei unter-
schiedlichen Annihilationen stammen und fihren zu falsch-positiven Signalen (Abb.
3 B). Da die Anzahl an y-Quanten die Zufallskoinzidenzen stark beeinflusst, kénnen
diese durch Reduktion der Radioaktivitatsmenge, beziehungsweise durch ein
engeres Koinzidenz-Intervall vermindert werden.

Da die PET-Daten keine morphologischen Informationen enthalten, wird ein CT-
oder MRT-Scan benétigt, um den Signalen aus der PET eine genaue Lokation zu-
zuordnen. Die Kombination aus PET und CT in einem Gerat stellt heutzutage den
Standard dar, PET/MRT-Gerate sind hingegen erst seit einigen Jahren erhaltlich.
PET/CT-Scanner bieten den Vorteil, dass der Patient in der gleichen Position bleibt
fir beide Messungen. Somit sind deckungsgleiche Bilder und eine eindeutige
Zuordnung der Signale moglich (Abb. 4). Ebenfalls ldsst sich so die vorhin genannte
Schwachungskorrektur einfach durchfihren.

PET

Fusion

Abb. 4: PET-Scan: niedrige Auflésung, molekulare Information. CT-Scan: hohe Auflosung,
morphologische Information. Fusion: molekulare Informationen aus dem PET-Scan
werden mit den morphologischen Informationen vereint.!!

1.2 ['8F]Fluorid - Eigenschaften, Herstellung und Anwendungen

Fluor kommt in der Natur nur als *°F vor und stellt damit ein Reinelement dar. Die
kunstlich erzeugten Isotope reichen von *F bis 3'F, sind instabil und zerfallen, bis
auf eine Ausnahme, alle mit einer Halbwertszeit von unter zwei Minuten. Diese
Ausnahme stellt 18F dar, das eine Halbwertszeit von 109.8 Minuten aufweist und
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durch Positronen-Emission zum stabilen 80 zerfillt.!2 Da es keine natirlichen
Quellen fir dieses Isotop gibt, muss es kiinstlich in einem Teilchenbeschleuniger
erzeugt werden. Konventionell wird dazu ein Zyklotron verwendet, bei dem
Wasserstoff-lonen (H* bzw. H") in einem magnetischen Feld beschleunigt werden bis
die gewilinschte Energie erreicht ist, was zu einer spiralformigen Bahn fiihrt und
dann auf das Target treffen (Abb. 5). Dazu wird im Fall von positiven lonen ein
Deflektor genutzt, der den Strahl aus der kreisformigen Bahn ablenkt. Bei den
heutzutage gebrauchlicheren Zyklotronen, die mit negativen lonen arbeiten, trifft
das Wasserstoff-Anion auf eine Graphitfolie (,Stripper-Folie“) und verliert dadurch
seine Elektronen, sodass es nun als Proton vorliegt und durch die entgegengesetzte
Ladung aus der Beschleunigungsbahn in Richtung Target gelenkt wird.

Deflektor Graphitfolie
l JStripper”

lonenquelle
Duanten

,Dees”

Beschleunigungs-
bahn

Abb.5: Schematischer Aufbau eines Zyklotrons. Links: Beschleunigung von positiven lonen, die
durch einen Deflektor abgelenkt werden. Rechts: Beschleunigung von negativen lonen, die
beim Passieren der Graphitfolie durch Verlust der Elektronen abgelenkt werden.3

Um BF zu erzeugen stehen prinzipiell mehrere Kernreaktionen zur Verfiigung:
20Ne(d,a)®F, 20(p,n)8F oder ®O(3H,n)*®F, wobei in der Praxis zur Herstellung von
[*8F]Fluorid nur der Beschuss von 180 mit Protonen relevant ist. Diese Kernreaktion,
80(p,n)*8F, hat die hdchste Ausbeute bei einer Protonenenergie von etwa 11-17
MeV.13 Um Verunreinigungen durch Nebenreaktionen zu vermeiden, muss auf eine
180-Anreicherung von mindestens 95% im Target geachtet werden. Dabei stehen
zwei Moglichkeiten 8F zu gewinnen zur Verfliigung: einerseits durch Bestrahlung
eines [0]H,0-Targets zur Gewinnung von [*8F]Fluoridionen in wéssriger Ldsung
und andererseits eines gasférmigen [180]0,-Targets unter Beimischung von [*°F]F;
zur Gewinnung von [*8F]F,. Dabei weist letzteres eine geringe spezifische Aktivitat
durch die Zugabe von nicht-radioaktivem Fluor-Gas auf, wohingegen ['8F]Fluorid mit
einer hohen spezifischen Aktivitat erzeugt werden kann. Fir die PET-Bildgebung ist
eine hohe spezifische Aktivitat, also ein groBes Verhaltnis von radioaktivem zu
nicht-radioaktivem Fluor, in den meisten Fallen bevorzugt. Der Protonen-Beschuss
liefert je nach Bestrahlungsenergie und TargetgroBe innerhalb von zwei Stunden

22



Einleitung

etwa 100-700 GBqg an Aktivitat. Die Wahl des Targets und damit der chemischen
Form, in der 8F vorliegt, hiangt von der weiteren Reaktionsfiihrung ab, je nachdem
ob eine nukleophile (Fluorid) oder elektrophile (Fluor-Gas) 8F-Spezies notwendig
ist.

Die nukleophile Substitution durch [*F]Fluorid erfreut sich groBer Beliebtheit, da
die Handhabung sehr einfach ist und durch etablierte Verfahren der nukleophile
Charakter stark erhoht werden kann. Das bekannteste Verfahren zur Bereitstellung
eines reaktiven ['®F]Fluorid-Anions stellt die azeotrope Trocknung unter
Verwendung von Kronenethern dar. Dabei wird die wassrige Fluorid-Losung Uber
einen Anionentauscher zum einen von [*¥0]H,0, zum anderen von Metallionen und
anderen Verunreinigungen aus dem Target befreit. Die Elution vom Anionen-
tauscher erfolgt mit Acetonitril, welches geringe Mengen Wasser, Kaliumcarbonat
und Kronenether (lblicherweise Kryptofix® 222) enthalt. Kryptofix dient der
Komplexierung von Kalium-lonen, um die Bildung von Kaliumfluorid zu verhindern,
wodurch die Reaktivitat der Fluorid-lonen stark herabgesetzt werden wirde. Das
zur effizienten Elution bendtigte Wasser wird durch azeotrope Trocknung mit
Acetonitril weitestgehend entfernt, sodass sich keine Hydrathiille um die Fluorid-
Anionen ausbilden kann, wodurch die Reaktivitdt des Fluorids weiter gesteigert
wird. Auf diese Weise wird vor allem in wasserfreien dipolar aprotischen Losungs-
mitteln ein reaktives nukleophiles Fluorid-lon erzeugt, mit dem nukleophile
Substitutionen in wenigen Minuten mit hohen Ausbeuten méglich sind.

Die elektrophile Substitution mit [*8F]F, hingegen wird immer seltener eingesetzt,
da oft mehr Nebenprodukte und wegen der Triagerung mit °F eine geringere
spezifische Aktivitdt zu erwarten sind als bei der nukleophilen Substitution.
Beispielsweise wurde die Synthese von ['®F]JFDG friuher Uber elektrophile
Substitution durchgeflhrt, welche nur eine geringe Ausbeute von 8% lieferte, da die
Addition von [*8F]F, an die Doppelbindung des Vorlidufers neben Difluor-Glucose
auch zur Bildung von Difluor-Mannose fiihrte, die vor dem nachsten Reaktions-
schritt erst entfernt werden musste.'* Erst durch die nukleophile Substitution
konnte die Ausbeute auf 60-70% erhéht werden,'>® was langfristig unter anderem
zum Durchbruch von [*F]FDG in der taglichen Routine beigetragen hat. Trotzdem
stellt die elektrophile Substitution in manchen Fallen noch die einzige Moglichkeit
dar, bestimmte Radiotracer herzustellen, weswegen Methoden entwickelt wurden,
um aus [*8F]Fluorid eine elektrophile [*8F]Selectfluor-Spezies zu generieren und so
die Verwendung von ['8F]F; zu vermeiden.’

Obwohl die Herstellung von 8F-markierten Radiotracern ein Zyklotron in raumlicher
Nihe voraussetzt, ist ¥F aufgrund seiner physikalischen Eigenschaften eines der
geeignetsten Nuklide fiir die Bildgebung mittels PET.'?2 Im Gegensatz zu vielen
anderen Positronen-Strahlern zerfillt 8F fast ausschlieRlich tber die Positronen-
Emission. Lediglich 3% der Zerfalle sind auf Elektroneneinfang zuriickzufiihren, was
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dazu flhrt, dass 97% der Zerfdlle potentiell ein Signal in der Bildgebung ausldsen
kénnen. Andere PET-Nuklide wie 2% oder ®*Cu hingegen zerfallen nur zu einem
geringen Teil (< 25%) unter Positronen-Emission, wodurch der Einsatz deutlich
hoherer Aktivitatsmengen oder eine langere Messdauer noétig sind, um die gleiche
Signalstdrke wie bei '8F zu erhalten. Eine weitere vorteilhafte Eigenschaft von 8F ist
die Halbwertszeit von 109.8 Minuten. Diese erlaubt nicht nur mehrstufige
Synthesen, die mit anderen Nukliden nicht vorstellbar sind, sondern auch den
Transport von '8F-markierten Radiotracern an Kliniken und Forschungs-
einrichtungen, die kein Zyklotron vor Ort haben.

Aus chemischer Sicht sind Nuklide wie 'C (t1/2 = 20.4 min), 3N (t1/2 = 10.0 min) oder
150 (t1/2 = 2.1 min) ideal geeignet, um ein Biomolekul radioaktiv zu markieren, da sie
weder die chemische Struktur, noch die biologischen Eigenschaften verandern.
Leider schranken die sehr kurzen Halbwertszeiten dieser Nuklide deren
Verwendung stark ein, sowohl beziglich der Reaktionsfiihrung, als auch des
Transportes. Allerdings lassen sich Wasserstoff-Atome und Hydroxidgruppen in
Biomolekiilen oft ohne grolRe Beeintrachtigung der biologischen Eigenschaften
durch Fluor-Atome ersetzen,® sodass die Substitution mit Fluorid aufgrund der
ausreichend langen Halbwertszeit von 8F in diesem Fall eine gute Alternative
darstellt.

Ein weiterer wichtiger Aspekt fir die PET-Bildgebung ist die Positronen-Energie, da
sie vorgibt, wie weit sich das Positron vom Zerfallsort entfernt, bevor es auf ein
Elektron trifft, was zur Annihilation und damit erst zum Signal fiir die PET fuhrt. Eine
hohe Positronen-Energie geht deshalb mit einer geringen raumlichen Auflésung
einher und produziert so unscharfe PET-Aufnahmen, was vor allem bei kleinen
darzustellenden Strukturen (z.B. Metastasen) problematisch ist. Verglichen mit
anderen gangigen PET-Nukliden wie ®8Ga (1899 keV) und *'C (960 keV) besitzt 8F
eine sehr geringe Positronen-Energie von 633.5 keV und damit die hdchste
Auflosung. Fir die dreidimensionale Bildgebung muss noch berlicksichtigt werden,
dass eine hohere Reichweite im Gewebe entsprechend mit einem erhéhten
Volumen, Uber das sich das Signal erstreckt, einhergeht. Dadurch wird das Signal
nicht nur unscharfer, es nimmt auch die Intensitat pro Volumen ab, wodurch vor
allem schwache Signale aus kleinen Lasionen deutlich schlechter sichtbar sind.
Somit flihrt die niedrige Positronen-Energie nicht nur zur genaueren Lokalisation
des Zerfallsortes, sondern erhoht auch die Wahrscheinlichkeit kleine Lasionen zu
finden.

Zwar gibt es mit ®*Cu zwar noch ein weiteres hochauflésendes PET-Nuklid, allerdings
muss dieses — wie jedes Radiometallnuklid — (iber einen Chelator an das Biomolekdl
gebunden werden. Diese Chelatoren (z.B. DOTA, NODAGA) kénnen aufgrund ihres
hohen Molekiilgewichts und ihres sterischen Anspruchs jedoch nur an ent-
sprechend groRen Biomolekiilen wie Peptiden, Proteinen und Antikdrpern
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verwendet werden ohne die biologischen Eigenschaften zu stark zu beeinflussen. Im
Gegensatz dazu kann 8F sowohl bei niedermolekularen Verbindungen (small
molecules), als auch bei groReren Biomolekiilen (Peptide, Proteine, Antikorper-
Fragmente) als Radiolabel benutzt werden, wodurch es eine grolRe Bandbreite an
Anwendungsmoglichkeiten erlangt. Insgesamt vereint ¥F mit seinem hohen Anteil
an Positronen-Emission, seiner gut handhabbaren Halbwertszeit, der niedrigen
Positronen-Energie, der vielfidltigen Anwendungsoptionen und der kommerziellen
Verfligbarkeit wichtige Eigenschaften zur Verwendung in der radiopharma-
zeutischen Chemie (Tab. 1).

Tab.1: Ubersicht tiber die Eigenschaften géngiger PET-Radionuklide.®

18F 109.8 min 0.634 97% 2.3
e 20.4 min 0.960 99% 3.9
i\ 10.0 min 1.190 100% 5.1
50 2.1 min 1.732 100% 8.0
®4Cu 12.7 h 0.656 19% 2.0
%8Ga 67.8 min 1.899 88% 9.0
124) 4.18d 2.137 22% 7.0

Im klinischen Alltag haben sich deshalb bereits einige ®F-markierte Radiotracer in
der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) etabliert, unter anderem [*3F]Fluor-
ethyltyrosin ([*8F]FET) zur Bildgebung von Hirn-Tumoren, [*8F]Florbetaben ([*®F]FBB)
zur Friherkennung von Alzheimer durch Darstellung von B-Amyloid-Plaques und 2-
Desoxy-2-[*8F]fluorglucose zur allgemeinen Tumor-Bildgebung (Abb. 6).
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OH HO
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~"0o 18 ~0 ~_O N FoH
['®F]Fluorethyltyrosin ['8F]Florbetaben 2-Desoxy-2-['®FIfluorglucose
(['®FIFET) (I"®FIFBB) (I"*FIFDG)

Abb. 6:  Strukturformeln von [*8F]FET, [*8F]FBB und [*®F]FDG.

[*8F]FET ist ein radioaktiv markiertes Analogon der Aminosadure Tyrosin, mit dem der
Aminosaurestoffwechsel dargestellt werden kann. Dieser Tracer wird vorwiegend
zur Bildgebung von Hirn-Tumoren verwendet, da er iber spezifische Aminosaure-
Transporter die Blut-Hirn-Schranke passieren kann und dort in Zellen anreichert,
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deren Aminosdurebedarf erhoht ist. Somit lasst sich beispielsweise nach der
operativen Entfernung des Tumors schnell beurteilen, ob eine vollstandige
Resektion erfolgt ist. Ebenso dient [*®F]FET in der Beurteilung des Therapieerfolges
nach Bestrahlung des Tumors.

8F-markierte PET-Tracer finden neben der Onkologie aber auch in anderen
Themengebieten Anwendung, beispielsweise in der Neurologie. [*®F]FBB stellt hier
einen vielversprechenden Radiotracer zur Bildgebung von B-Amyloid-Plaques dar.*®
Diese bilden sich im Gehirn bereits Jahre bevor erste Symptome von Alzheimer
auftreten, sodass durch eine friihe Detektion dieser Plaques eine bessere Planung
der medizinischen Versorgung des Patienten gewahrleistet wird. Da aktuell noch
keine effektiven Behandlungsmdoglichkeiten fiir Alzheimer bestehen, sind fir die
Forschung gerade diese Patienten im friihen, symptomfreien Krankheitsstadium
interessant und kénnen durch [*8F]FBB-PET-Untersuchungen friihzeitig fir Studien
akquiriert werden. Umgekehrt kann mit [8F]FBB auch der Verdacht auf Alzheimer
mit hoher Sicherheit ausgeschlossen werden, wenn keine Plaques detektierbar sind.

Trotz der zahlreichen PET-Radiotracer ist [*8F]FDG durch seine universellen Einsatz-
moglichkeiten noch immer mit Abstand der am haufigsten verwendete Radiotracer
zur Bildgebung in onkologischen und neurologischen Fragestellungen. Mit ['8F]FDG
ist es moglich den Metabolismus anhand des Glucose-Umsatzes darzustellen. Dies
wird besonders in der Tumorbildgebung genutzt, da die meisten Tumore einen
erhéhten Stoffwechsel besitzen. [*¥F]FDG wird, wie auch normale Glucose, Uber den
Glucose-Transporter GLUT1 in die Zelle aufgenommen und dort durch Hexokinasen
phosphoryliert, um eine passive Diffusion aus der Zelle durch die Zellmembran zu
verhindern (Abb. 7). Im Gegensatz zu Glucose, wird das Fluor-Derivat jedoch nicht
von der Glucose-6-Phosphat-lsomerase weiter metabolisiert, was zum trapping der
Aktivitidt in der Zelle fiihrt.?%?! Dadurch kann sich [®F]FDG in Zellen mit hohem
Glucose-Bedarf anreichern, was durch Erhéhung des Signals in diesen Geweben
mittels PET detektiert werden kann. Der Einsatz von [*8F]FDG ist deswegen nicht nur
auf die Tumor-Diagnostik beschrankt, sondern wird auch zum Therapie-Monitoring
verwendet, da sich ein Ansprechen der Therapie deutlich schneller an Stoffwechsel-
Veranderungen als an morphologischen Veranderungen zeigen lasst. Trotz der
regen Anwendung liefert [*8F]FDG nicht liberall gute Ergebnisse. So ist in Geweben,
die einen physiologisch hohen Glucose-Metabolismus haben, wie zum Beispiel im
Gehirn, die onkologische Bildgebung mit [*®F]FDG stark erschwert bis unméglich.
Des Weiteren konnen Artefakte im Bewegungsapparat durch korperliche
Anstrengung vor der Messung durch dessen temporar erhdhten Stoffwechsel die
Bildqualitdt beeintrachtigen. Auch zeigen bestimmte Tumore, wie zum Beispiel
Prostatatumore, keinen erhdhten Glucose-Metabolismus und konnen so mit
[*8F]FDG nicht detektiert werden.?? Ein weiteres Problem stellen Entziindungs-
reaktionen dar, da hier [8F]FDG ebenfalls anreichert und so eine Differenzierung
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zwischen Tumor und Entziindung erschwert sein kann. Dies stellt beispielsweise ein
Problem nach therapeutischer Bestrahlung des Tumors dar, da umliegendes

gesundes Gewebe entziindet sein kann und somit eine schnelle Therapiekontrolle
mit [8F]FDG nicht eindeutig ist.

OH

Hexokinase

Glucose-6-Phosphat-
Isomerase

Abb.7: Vereinfachter Mechanismus der [*¥F]FDG-Anreicherung. [*¥F]FDG wird (iber den
Glucosetransporter GLUT1 in die Zelle aufgenommen und durch die Hexokinase
phosphoryliert. Eine weitere Metabolisierung kann nicht stattfinden, ebenso ist eine
passive Diffusion aus der Zelle nicht moglich.

1.3 Gastrointestinale Stromatumoren

Mit 482.510 Neuerkrankungen und 223.093 Todesfdllen im Jahr 2013 in
Deutschland ist Krebs eine der haufigsten Erkrankungen.?®> Dabei stellen
Prostatakrebs bei Mannern (25.3%) und Brustkrebs bei Frauen (30.8%) die
haufigsten Tumorarten dar, gefolgt von Lungen- und Darmkrebs. Dass insgesamt die
Anzahl an Krebsdiagnosen zunimmt, liegt zum einen an den verbesserten
diagnostischen Methoden, zum anderen am demographischen Wandel, da mit
zunehmendem Alter das Risiko an Krebs zu erkranken, stark zunimmt. Dennoch
sanken die altersstandardisierten Sterberaten in den letzten Jahren (Abb. 8), was
einerseits mit einer Verbesserung der Behandlungsmoglichkeiten begriindet wird,
andererseits auch an einer erhohten Erkennung der Tumore in einem friihen, besser
therapierbaren Stadium liegt. So fiihrte beispielsweise das zwischen 2005 und 2009
eingeflihrte Mammographie-Screening-Programm zu einem deutlichen Anstieg der
Krebsdiagnosen fir friihe Brustkrebsstadien bei Frauen zwischen 50 und 69 Jahren,
wahrend aber fortgeschrittene Tumore seltener diagnostiziert wurden. Die friihe
Erkennung flihrt nicht nur zu einer schonenderen Therapie flir die Patienten,
sondern zusatzlich auch zu einer Senkung der Sterblichkeit, was die hohe
Bedeutung einer méglichst frithen Diagnose unterstreicht.?*
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Abb. 8: Entwicklung der altersstandardisierten Raten an Erstdiagnosen und Todesfallen von 1995-
2013.%2

Gastrointestinale Stromatumore (GIST) stellen mit jahrlich etwa 1.200
Neuerkrankungen in Deutschland eine seltene Tumorerkrankung dar. Die haufigsten
Lokationen sind Magen (60%) und Diinndarm (30%), allerdings konnen GIST auch in
Speiserohre, Dickdarm und Rektum vorkommen. Der Ursprung dieser Tumorart
liegt in den interstitiellen Cajal-Zellen, die als Schrittmacher der Peristaltik fungieren
und deshalb hauptsichlich im Gastrointestinal-Trakt vorkommen.?> Da die Tumore
keine spezifischen Symptome auslésen, werden sie meistens zufallig und erst spat
entdeckt, was dazu fihrt, dass etwa 20-30% der Betroffenen bei der Erstdiagnose
bereits Metastasen aufweisen, vor allem in der Leber und im Peritoneum.2® Erst bei
fortgeschrittenem Wachstum des Tumors treten spirbare Symptome wie
Schluckbeschwerden, Ubelkeit, Verstopfung oder Blutungen in Abhingigkeit von
der Lokation des Tumors auf. Im Gegensatz zu den meisten Magen- und
Darmkrebsarten handelt es sich bei GIST nicht um Karzinome, sondern um Sarkome,
weshalb sie sich in der Biologie und damit auch in der Therapie von diesen
unterscheiden. Wahrend Karzinome ihren Ursprung in epithelialem Gewebe (Deck-
und Driisengewebe) haben, entstehen Sarkome aus mesechymalen Zellen (u.a.
Binde- und Stitzgewebe) und weisen dementsprechend unterschiedliches
Verhalten auf. Obwohl die meisten GIST (bis zu 95% 27?8) Mutationen in der
Rezeptor-Tyrosinkinase KIT besitzen und damit verglichen mit anderen Tumorarten
relativ homogen scheinen,?® wird durch Tumorlokation und die genaue Stelle der
Mutation innerhalb von KIT dennoch eine groRere Variabilitat erreicht. So existieren
beispielsweise drei histologische Subtypen: spindelzellférmig (70%), epitheloid
(20%) und gemischtzellig (10%).3° Ebenso ist fiir die Therapieplanung entscheidend,
in welchem Exon die Mutationen vorliegen, da sich hieraus das Ansprechen auf
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Tyrosinkinase-Inhibitoren bestimmen lasst. Da GIST weder auf konventionelle
Bestrahlung, noch auf zytotoxische Chemotherapie ansprechen, stellt die
vollstandige Resektion des Tumors die Behandlungsmoglichkeit der Wahl dar,
sofern eine Operation moglich ist.?%3! Dabei muss allerdings beachtet werden, dass
durch eine nicht vollstandige Resektion des Tumors sowie aller Metastasen,
intraperitoneale Rupturen und/oder Blutungen die Bildung eines Rezidivs fast
unausweichlich wird. Die Prognosen fielen damit flr Betroffene lange Zeit schlecht
aus und die mittlere Uberlebenszeit betrug 19 Monate bei metastasierendem
GIST.32 2002 wurde Imatinib (Handelsname: Glivec (EU), Gleevec(USA)) von der FDA
zur Behandlung von GIST zugelassen, was zu einer signifikanten Erhéhung der
mittleren Uberlebenszeit auf tber 50 Monate fiihrte.333* Der Tyrosinkinase-
Inhibitor (TKI) Imatinib stellt damit inzwischen einen wichtigen Faktor dar, sowohl in
der neoadjuvanten als auch der adjuvanten Therapie. Als Neoadjuvans kann
Imatinib eine Reduktion der TumorgrolRe bewirken, um eine operative Resektion zu
vereinfachen, in der adjuvanten Therapie, die GUber mehrere Jahre andauern kann,
senkt Imatinib die Wahrscheinlichkeit einer Rezidivbildung. Trotz des erfolgreichen
Einsatzes von Imatinib entwickeln die Tumore langfristig Resistenzen, wodurch der
Einsatz weiterer TKI wie Sunitinib oder Regorafenib notwendig wird, die
unspezifscher wirken und dadurch mehr Nebenwirkungen aufweisen.

1.3.1 KIT und Imatinib

Ciba-Geigy (heute Novartis) publizierte 1997 eine Reihe von Phenylaminopyrimidin-
Derivaten als Inhibitoren der Bcr-Abl-Tyrosinkinase zur Behandlung von chronischer
myeloischer Leukdmie (CML).3> Der potenteste und selektivste Kandidat dieser
Verbindungen — Imatinib — erhielt 2001 in den USA die Zulassung der FDA zur
Behandlung von CML und wird seit 2002 auch zur gezielten Krebstherapie (targeted
therapy) bei GIST eingesetzt, da in beiden Féillen erhebliche Therapieerfolge erzielt
werden konnten.3638 Durch die selektive Inhibition der Tyrosinkinasen Abl, KIT und
PDGFR (platelet derived growth factor receptor) bleiben die Nebenwirkungen trotz
der hohen Tagesdosis von 400-800 mg vergleichsweise gering und die Compliance
der Patienten wird durch die orale Einnahme zudem weiter gesteigert. Aus diesen
Grinden wird Imatinib inzwischen zur Behandlung von weiteren Krankheitsbildern
verwendet, wie beispielsweise der akuten lymphatischen Leukdmie und der
systemischen Mastozytose.

Nach oraler Einnahme liegt die Bioverfligbarkeit bei 98% und der maximale
Plasmaspiegel wird innerhalb von 4 Stunden erreicht, wobei die Plasmahalb-
wertszeit bei etwa 17 Stunden liegt.3° Die Ausscheidung erfolgt dabei hauptsachlich
hepatobilidr Gber den Fazes (83-87%) und nur zu einem geringen Teil (iber den
Urin,3>% was zum einen an der hohen Lipophilie von Imatinib und zum anderen
durch die Metabolisierung verursacht wird. Diese findet hauptsachlich in der Leber
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durch das Isoenzym Cytochrom P450 3A4 (iber einen oxidativen Abbau statt, bei
dem N-Oxide am Pyridin- und Piperazin-Ring entstehen, sowie Hydroxylierungen
z.B. an der Methylgruppe, stattfinden (Abb. 9).

Desaminierung, Oxidation
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Lactambildung

_ . N-Demethylierung
Hydroxylierung (Hauptmetabolit)

¥~ N-Oxidation

Abb.9: Strukturformel von Imatinib. Hervorgehoben sind die wichtigsten Stellen der Metaboli-
sierung.°

Dem Hauptmetaboliten N-Desmethylimatinib (Norimatinib) gilt eine besondere
Bedeutung, da dessen biologische Aktivitat in etwa der von Imatinib entspricht, die
Plasmahalbwertszeit jedoch bis zu viermal héher ist. Des Weiteren wurde in in vitro-
Versuchen festgestellt, dass Norimatinib in Zellen eine hoéhere Anreicherung
aufweist als Imatinib, da durch die Demethylierung die Hydrophilie und damit auch
die Bioverfugbarkeit erhdht werden kann.3° Der Verlust dieser Methylgruppe wirkt
sich kaum auf die Affinitat aus, da der Piperazin-Ring keine spezifischen Wechsel-
wirkungen eingeht und sich nicht im aktiven Zentrum befindet. Die Pyridinyl-
pyrimidin-Einheit hingegen wechselwirkt mit der ATP-Bindestelle so, dass der
Adenin-Ring des ATPs keine Bindung mehr mit der Kinase eingehen kann. Am
wichtigsten flir die Selektivitat ist jedoch die Benzamid-Einheit, vor allem deren
Methylgruppe. Entscheidend ist hierbei, dass Imatinib nicht mit der hoch-
konservierten, aktiven Form der ATP-Bindetasche wechselwirkt, sondern an die
inaktive Konformation der Kinase bindet, die sich von den inaktiven Formen anderer
Tyrosinkinasen deutlich unterscheidet.*! Dadurch bleibt die Inhibition anderer
Tyrosinkinasen aus, wodurch sich wiederum die vergleichsweise geringen
Nebenwirkungen von Imatinib — vor allem im Vergleich zu konventioneller Chemo-
therapie — ergeben.

Die Regulierung von KIT (auch: c-Kit, CD117, Stammzellfaktor-Rezeptor) wird
normalerweise durch Bindung des Stammzellfaktors (SCF) hervorgerufen, die zur
Dimerisierung zweier KIT-Monomere fiihrt. Dadurch ergeben sich strukturelle Ver-
anderungen, die zur Aktivierung der Kinase-Domdanen fiihren und damit zur
gegenseitigen Phosphorylierung der Tyrosin-Reste am jeweils anderen KIT-
Monomer. An den Phospho-Tyrosinen kénnen nun Signalmolekile binden und dort
entweder von KIT phosphoryliert werden oder weitere Signalmolekiile
phosphorylieren. Auf diese Weise wird eine komplexe Kaskade Uber die Signalwege
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PI3K/mTOR/AKT und RAS/RAF/MAPK in Gang gesetzt, die Proliferation, Adhésion,
Apoptose und Differenzierung beeinflusst (Abb. 10 A).42-44
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Abb. 10: A) Funktionsweise von KIT: Bindung des Stammzellfaktors (SCF) fuhrt zur Dimerisierung
von KIT und damit zur Aktivierung der Tyrosinkinasen (TK), die tiber Phosphorylierung (P)
weiterer Molekulle eine Signalkaskade in Gang setzen, die zur Proliferation fiihrt. B)
Mutationen (rote Markierung) in KIT flihren zur Aktivierung der TK in Abwesenheit von
SCF. Durch TKIs wie Imatinib (IM) wird die Signalkaskade unterbrochen.**

Zusatzlich zu den extrinsischen Faktoren wird die Signalkaskade durch die selbst-
inhibierende Juxtamembran-Region (Exon 11) reguliert, die das DFG-Bindemotiv
(Asp-Phe-Gly) der Kinase sterisch blockiert.*> Bis zu 95% aller GIST besitzen
Mutationen in KIT,%”?2 die zu einer dauerhaften Aktivierung der Kinase fiihren und
somit die Zelle unabhangig vom Wachstumsfaktor SCF zur Proliferation anregt (Abb.
10 B). Mutationen in der Juxtamembran-Region (Exon 11) etwa fiihren zur
Aufhebung der Selbst-Regulierung und damit zu einem gain-of-function, also einer
erhohten Aktivitdt. Die hadufigsten Mutationen in GIST befinden sich in Exon 11
(Juxtamembran-Region) und Exon 9 (extrazelluldare Domane), welche zusammen 80-
90% der Primarmutationen bei GIST darstellen (Abb. 11). Dabei bleibt das aktive
Zentrum der Kinase jedoch unverandert, sodass mit Hilfe von Kinase-Inhibitoren wie
Imatinib eine externe Regulierung der Aktivitat ermoglicht wird. Die seltenen
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Primarmutationen in Exon 13 und 17 hingegen fiihren zu einer Veranderung der
Tyrosinkinase-Domane, wodurch der Einsatz von Imatinib erfolglos bleibt.

Bindestelle fiir Primdrmutation
Extrazellulire  Lisanden(SCF) (Haufigkeitin %)
Domaéne

Dimerisierung a .

von KIT . <& Exon 9 (10-20 %)
Membran
Juxtamembran- ¢ —=— Exon11(65-70 %)
Domaé&ne ATP

Tyrosinkinase  ATP-Bindetasche = Exon 13 (1-2 %)

Domanel

Tyrosinkinase Phosphotransferase
Doméne Il

<#— Exon 17 (<0.5 %)

Abb. 11: Schematischer Aufbau von KIT mit den Lokationen der Primdrmutationen und der dazu-
gehdrigen Haufigkeit.?>30

Da allerdings nicht nur direkt das katalytische Zentrum an der Phosphorylierung
beteiligt ist, konnen auch Mutationen in anderen Bereichen zu einer Resistenz
fihren. Wichtig fur die Konformation der Kinase ist die a-C-Helix, die das
katalytische Zentrum je nach Position verschlieft bzw. 6ffnet. Die Positionierung
von ATP und die Ubertragung der Phosphatgruppe erfolgt durch den Glycin-reichen
loop, einen Lysinrest und den activation loop, der ein DFG-Bindemotiv enthalt.
Durch die Bindung von Imatinib wird nun sowohl die a-C-Helix, als auch der
activation loop derart verschoben, dass die Kinase in der inaktiven Konformation
fixiert wird und nicht zurlick in die aktive Konformation wechseln kann. Mutationen,
die diese Konformationsanderung verhindern, kénnen folglich zu einer Resistenz
gegenitber Imatinib fihren und werden meist erst wahrend der TKI-Therapie
erworben.

Diese Sekundarmutationen entwickeln sich in 40-50% der Patienten innerhalb von
zwei Jahren %547 und befinden sich meist zwischen Exon 13 und 17. Dies verursacht
Anderungen in den Tyrosinkinase-Doméanen, die zur Resistenz gegeniiber Imatinib
fihren. Dabei handelt es sich beispielsweise um Gatekeeper-Mutationen wie T670I
oder V654A in der ATP-Bindetasche oder um Mutationen im activation loop der
Kinase. Aufgrund der hohen Selektivitdit von Imatinib gegeniliber wenigen
Tyrosinkinasen (Abl, KIT, PDGFR) verursachen Sekundarmutationen in der
Bindetasche meistens eine enorme Verminderung der Bindungsaffinitat. Insgesamt
erwerben 2%/; aller Patienten im Lauf der First-Line-Therapie solche Sekundar-

48-52

mutationen und missen dadurch mit unspezifischeren TKls behandelt werden,

die starkere Nebenwirkungen mit sich bringen.
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1.3.2 DOG1

Bei DOG1 handelt es sich um einen Kalzium-aktivierten Chloridionenkanal (CaCC =
calcium activated chloride channel), der unter anderem im Epithel der Atemwege
und des Darms, sowie der glatten Muskulatur und in den interstitiellen Cajal-Zellen
vorkommt.>3>> Neben DOG1 (discovered on GIST 1)°® ist dieser lonenkanal unter
weiteren Namen wie ANO1 (anoctamin-1), TMEM16A (transmembrane member
16A) oder ORAOV2 (oral cancer overexpressed protein 2) bekannt. Er spielt zum
einen eine Rolle in der epithelialen Chloridionen-Sekretion, zum anderen beeinflusst
er die Schrittmacher-Funktion der interstitiellen Cajal-Zellen und somit die
Peristaltik des Darms.”” Dabei wird die Aktivitit des lonenkanals Uber die
Kalziumkonzentration durch autokrine und parakrine Mechanismen gesteuert.
Durch Erhéhung der intrazelluldaren Kalziumionen-Konzentration auf 0.2-1.0 uM
wird DOG1 aktiviert und Chloridionen konnen entlang des Konzentrations-
Gradienten transportiert werden.”®>° In Epithel-Zellen beispielsweise liegt eine
hohe intrazellulare Chlorid-Konzentration vor, die bei Aktivierung von DOG1 deren
Efflux bewirkt und letztendlich dazu fihrt, dass der transepitheliale Wasser-
Transport erhoht wird. In den Atemwegen spielt dieser Mechanismus eine Rolle bei
der mukozilidren Reinigung.®

In der Onkologie ist DOG1 vor allem aufgrund seiner starken Expression in 98% aller
GIST interessant. Die Uberexpression von DOG1 selbst scheint jedoch nicht fiir die
Tumorentwicklung verantwortlich zu sein, sondern koénnte mit dem Genom-
abschnitt zusammenhangen, auf dem neben DOG1 ebenfalls Gene fir andere
tumorassoziierte Proteine kodiert werden.5%%2 Es konnte auRerdem gezeigt werden,
dass sich weder Inhibition, noch Knockout von DOG1 in vitro auf die KIT-Aktivitat,
die Imatinib-Sensitivitat und die Proliferation der GIST-Zellen auswirken. In vivo
konnte jedoch in manchen GIST-Zelllinien eine Reduktion der Proliferationsaktivitat
beobachtet werden.%

Verglichen mit anderen lonenkanélen stellt DOG1 eine Besonderheit dar, da nicht
nur die Priméarstruktur keine Ahnlichkeit zu anderen Chlorid-Kanilen besitzt,
sondern auch keine typische Kalzium-bindende Domane gefunden werden kann.546>
Das DOG1-Protein liegt als Dimer vor, bestehend aus jeweils 8 transmembranen
Domanen, von denen die 5. und 6. Domine eine Pore formen.%¢ Da die Aktivierung,
beziehungsweise Inhibition von DOG1 und anderen Chlorid-lonen-Kanélen
moglicherweise Therapieansdtze zu Krankheitsbildern wie zystischer Fibrose,
Asthma oder Schmerzen liefern kann, stellt die genauere Untersuchung von DOG1
eine vielversprechende Forschungsthematik dar.6’-° Besonders hervorzuheben ist
dabei ein High-Throughput-Screening aus dem Jahr 2011, bei dem etwa 100.000
small molecules (niedermolekulare Verbindungen, M <900 g/mol) bezlglich ihres
Effekts auf DOG1 evaluiert wurden.®®%° Hierbei konnten wichtige Informationen
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bezliglich der chemisch-strukturellen Eigenschaften der Inhibitoren und Aktivatoren
gewonnen werden, die zur Aufklarung der Struktur und Funktion von DOG1
betragen kénnen.

Da DOG1 auf 98% aller GIST exprimiert wird, wird er in der Immunohistochemie
bereits als Biomarker verwendet, um GIST von anderen Tumoren zu
unterscheiden.”® Obwohl dieser lonenkanal bei anderen Sarkomen fast nicht
exprimiert wird,®? spielt DOG1 bei einigen Karzinomen, unter anderem den Kopf-
Hals-Karzinomen (HNSCC = head and neck squamous-cell carcinoma), dem
Osophaguskarzinom (ESCC = esophageal squamous-cell carcinoma) und dem
Mammakarzinom, eine wichtige Rolle fiir die Prognose.””? Dennoch stellt DOG1
einen spezifischen und zuverldassigen Tumor-Marker fir GIST in der klinischen
Routine dar, teilweise auch bei KIT-negativen GIST.”3

1.3.3 Nuklearmedizinische Diagnostik von GIST

2012 wurde innerhalb der deutschen Arbeitsgruppe zur Bildgebung von GIST
diskutiert, welche Modalitaten fir das Staging, die Nachsorgeuntersuchung und die
Responsekontrolle bei GIST sinnvoll sind.”* Dabei stellte sich die Computer-
tomographie als Standard-Methode aufgrund der hohen Verfiligbarkeit und der
geringen Kosten heraus, obwohl gerade das Therapieansprechen nicht immer
zuverlassig mit der CT Uberprift werden kann. Dies hangt zum einen damit
zusammen, dass die Progression der Krankheit nicht immer mit einer VergréoRBerung
der Lasionen einhergeht, sondern fokal als Lasion innerhalb der Lasion (nodule in a
mass) auftritt. Andererseits zeigt sich ein erfolgreiches Therapieansprechen auch
nicht gleich mit einer Reduktion der Tumormasse, wodurch die CT in diesen Fallen
keine eindeutigen Aussagen treffen kann. Zudem sollte eine MRT-Untersuchung bei
Verdacht auf kleine Lasionen durchgefiihrt werden, da diese mittels CT — vor allem
in der Leber — oft nicht detektierbar sind. In Fallen, in denen weder mit CT, noch mit
MRT eine klare Aussage getroffen werden kann, sollte ein [®F]FDG-PET-Scan
durchgefihrt werden. Dabei bietet die Bildgebung des Glucose-Metabolismus eine
hohe diagnostische Genauigkeit, die vor allem in der friihen Responsekontrolle von
metastasierendem GIST einen groRen Mehrwert darstellt.”> Somit ist es maoglich
den Erfolg von neoadjuvanten Therapien mit Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Imatinib
bereits wenige Tage nach Therapiebeginn zu tGberprifen (Abb. 12).

Neben den hohen Kosten und der limitierten Verfligbarkeit steht dem
routineméaRigen Einsatz von [8F]FDG-PET jedoch noch entgegen, dass 10-20% der
GIST-L3sionen non-avid gegenuber [*8F]FDG sind, also keine erhéhte Anreicherung
zeigen.”>’7 Somit stellt die Bildgebung von GIST durch [®F]FDG-PET zwar prinzipiell
eine gute Methode dar, leidet allerdings unter den bereits erwahnten Problemen
von [*¥F]FDG (Abb. 13, Abb. 1).
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Abb. 12: Therapiekontrolle eines Patienten mit metastasierendem gastrointestinalen Stromatumor
(GIST) mittels [*F]FDG-PET vor bzw. nach Therapiebeginn mit Imatinib. Bereits 24 Stunden
nach Therapiebeginn zeigen mehrere Lasionen einen verminderten Glucose-Stoffwechsel,
was auf das Ansprechen der Therapie deutet. 2 bzw. 5.5 Monate nach Therapiebeginn
kann nur noch die renale Ausscheidung des Radiotracers beobachtet werden.”®

So kann GIST mittels [*8F]FDG-PET auch nicht von anderen Tumoren unterschieden
werden, wodurch eine invasive Biopsie zur genauen Abklarung notwendig bleibt.
Weiterhin kdnnen mit [*®F]FDG-PET keine molekularen Informationen (ber den
Tumor erlangt werden. Gerade bei GIST ware jedoch eine Darstellung des
Mutationszustandes von KIT von grofRer Relevanz, da sich dieser wahrend der
Therapie mit TKls wie Imatinib in den meisten Fallen dndert und somit zu einer
Resistenz gegeniber diesen Wirkstoffen fiihrt. Auch hierfiir sind bisher Biopsate
notwendig, die erst Uber immunohistochemische und genetische Analysen
Aufschluss Uber den Mutationszustand geben kdnnen. Dies stellt allerdings bei
multimetastasierten Patienten ein Problem dar, da sich in jeder Léasion
unterschiedliche Sekundarmutationen ausbilden kdénnen und die Biopsie einer
Lasion somit keine reprasentative Aussage liefern kann.

PET/CT

Abb. 13: Bildgebung eines GIST-Patienten mittels [18F]FDG-PET/CT (transaxialer Schnitt). In der
PET-Aufnahme sind die drei Lasionen (griine Markierung) deutlich besser sichtbar als in
der CT-Aufnahme.
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2 ZIELSETZUNG

Ziel dieser Arbeit war die Synthese, in vitro- sowie in vivo-Evaluierung neuartiger
BE-markierter Radiotracer zur Bildgebung von gastrointestinalen Stromatumoren.
Dabei sollte einerseits ein Radiotracer entwickelt werden, mit dem sich GIST
spezifisch darstellen lasst und andererseits ein weiterer Radiotracer zur
Differenzierung von GIST hinsichtlich der Imatinib-Sensitivitdt. Diese unter-
schiedlichen Sensitivitaiten beruhen auf Sekundarmutationen in der Rezeptor-
Tyrosinkinase KIT, die zur Entwicklung von Resistenzen fithren kdnnen. Um ein
Therapieansprechen frihzeitig nicht-invasiv abschdatzen zu kénnen, sollte der
potentielle Radiotracer bezliglich Struktur, und damit Spezifitat und Affinitat der
Leitstruktur Imatinib méglichst dhnlich sein. Bisher publizierte Versuche zu 8F-
markierten Imatinib-Derivaten 78 nutzten dazu den Piperazin-Ring, da dieser nicht
an der Bindung zu KIT beteiligt ist 3%4>7980 ynd ersetzten die Methyl-Gruppe des
Piperazin-Rings mit dem Radiolabel in Form einer [*3F]Fluorethyl-Gruppe. Trotz der
vielversprechenden Resultate der in vitro-Evaluierung zeigten die PET-Unter-
suchungen von tumortragenden Mausen eine hohe Aktivitatsanreicherung in der
Leber und im Gastrointestinal-Trakt, was in der hohen Lipophilie des Radiotracers
begriindet ist. Des Weiteren zeigten Metabolisierungsstudien von Imatinib eine
rasche Demethylierung am Piperazin-Ring,*® sodass sich das Einfiihren des
Radiolabels an dieser Position vermutlich unglinstig auf die Stabilitdit des
Radiotracers auswirken kénnte.

Vor dem Hintergrund dieser Studien sollte ein auf Imatinib basierender Radiotracer
entwickelt werden, dessen !8F-Radiolabel metabolisch stabiler gebunden ist.
Gleichzeitig sollte eine Reduktion der unspezifischen Akkumulation in Leber und
Gastrointestinal-Trakt durch Senkung der Lipophilie erreicht werden, um eine
Verlangsamung der Metabolisierung durch Cytochrom P450 Enzyme 8482 und somit
eine hohere Stabilitat des Radiotracers zu erreichen. Unter Bericksichtigung der fir
die Spezifitdat notwendigen Strukturelemente, der Metabolisierung von Imatinib und
der radiochemischen Moglichkeiten wurde als Position fiir die Radiomarkierung der
Pyridin-Ring als beste Option angesehen. Da der demethylierte Hauptmetabolit
Norimatinib bei deutlich reduzierter Lipophilie eine fast identische biologische
Aktivitat wie Imatinib aufweist,? sollte in dieser Arbeit Norimatinib als Leitstruktur
dienen. Zur Einfliihrung des Radiolabels sollte ein entsprechendes Nitropyridin-
Derivat synthetisiert werden, welches durch Substitution der Abgangsgruppe mit
[*8F]Fluorid hohe Ausbeuten erméglichen sollte.?3

Nach erfolgreicher Etablierung der Radiosynthese von ['8F]Fluor-Norimatinib sollten
dessen Eigenschaften bezliglich Lipophilie, Serumstabilitat und Bindungsaffinitat in
vitro untersucht werden. Da die Tyrosinkinase-Domane von KIT intrazellular vorliegt
und kein aktiver Transport von Imatinib erfolgt, sollte gezeigt werden, dass der
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Radiotracer trotz reduzierter Lipophilie passiv durch die Zellmembran diffundieren
und somit sein Ziel erreichen und dort ausreichend binden kann. Hierzu sollten drei
GIST-Zelllinien (GIST-T1, GIST882, GIST430) mit unterschiedlicher Imatinib-Sensiti-
vitdt, sowie die Imatinib-sensitive CML-Zelllinie K562 als Referenz verwendet
werden.

Um die Pharmakokinetik des Radiotracers und dessen Anreicherung im Tumor-
gewebe zu untersuchen, sollten in vivo-Evaluierungen mittels Kleintier-PET/CT an
tumortragenden Balb/c SCID-Mausen durchgefiihrt werden. Des Weiteren sollte der
Einfluss eines ko-injizierten CYP3A4-Inhibitors auf die Pharmakokinetik des Radio-
tracers in initialen Versuchen untersucht werden.

Um GIST unabhangig von ihrer Imatinib-Sensitivitat moéglichst spezifisch mittels PET
darstellen zu konnen, sollte zusatzlich ein Radiotracer entwickelt werden, der ein
weiteres Target neben KIT auf GIST adressiert. Hierzu wurde der Kalzium-aktivierte
Chloridionenkanal DOG1 gewéhlt, da dieser auf 98% aller GIST vorkommt 7° und
bereits in der Immunohistochemie routinemafig zum spezifischen Nachweis von
GIST verwendet wird. Da der dort eingesetzte Antikorper an eine intrazellulare
Domane des Kanals bindet und somit nicht fiir die in vivo-Bildgebung geeignet ist,3*
sollte basierend auf literaturbekannten niedermolekularen DOG1-Inhibitoren und —
Aktivatoren 8 ein 8F-markierter Radiotracer synthetisiert werden. Der Fokus
dieses Teils der Arbeit sollte auf der Entwicklung geeigneter Markierungsstrategien
zur Einflihrung von Fluorid in die vielversprechendsten Verbindungen liegen. Nach
erfolgreicher Radiosynthese sollte ebenfalls eine initiale in vivo-Evaluierung an
tumortragenden Balb/c SCID-Mausen mittels Kleintier-PET/CT durchgefihrt
werden, um erste Eindriicke der pharmakokinetischen Verteilung des Radiotracers
Zu gewinnen.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Organische-chemische Synthesen

3.1.1 Imatinib-Derivate

Als Vorldufer fir die Radiosynthese von [*¥F]Fluor-Norimatinib wurde ein
entsprechender Vorlaufer mit einer Nitro-Abgangsgruppe (Abb. 14) gewahlt, da
diese exzellente Eigenschaften in der Radiosynthese von [*8F]Fluorpyridinen besitzt,
und zusatzlich eine vergleichsweise einfache Reaktionsfiihrung erlaubt. Die
systematischen Untersuchungen von Dolci et al.8 zur Radiosynthese von
[*8F]Fluorpyridinen lieferten dazu wichtige Erkenntnisse, die im Folgenden kurz
erlautert werden. Halogenide eignen sich in diesem Fall nicht als Abgangsgruppen,
da diese — wenn (iberhaupt — nur bei Temperaturen von (iber 180 °C zufrieden-
stellende Ergebnisse liefern wiirden und sich vor allem der Chlorpyridin-Vorlaufer
bei der Aufreinigung aufgrund der dhnlichen chemischen Eigenschaften nur schlecht
vom gewdlinschten Produkt abtrennen lieRe. Eine deutlich bessere Abgangsgruppe
als die Halogenide stellt der Trimethylammonium-Substituent dar, der schon ab
120 °C hervorragende radiochemische Ausbeuten erlaubt und sich einfach vom
Produkt abtrennen lasst. Allerdings wirde sich die Synthese eines solchen
Vorlaufers sehr schwierig gestalten, gerade wegen der Reaktivitdt der Trimethyl-
ammonium-Abgangsgruppe. Diese konnte deshalb erst im letzten Schritt der
organischen Synthese des Vorlaufers durch Methylierung einer Dimethylamino-
Gruppe eingefiihrt werden. Dabei wiirden jedoch die im Imatinib-Gerist vorhan-
denen sekundaren und tertiaren Amine ebenfalls methyliert, weshalb eine Synthese
dieses Vorlaufers als wenig erfolgversprechend angesehen wurde. Die Nitro-
Abgangsgruppe stellte in diesem Fall die beste Option dar, da sich nicht nur die
organische Synthese im Vergleich zur Trimethylammonium-Gruppe als realisierbar
eingestuft wurde, sondern sich auch hohe radiochemische Ausbeuten und eine
einfachere Aufreinigung als bei den Halogeniden erwarten lieRen.

[*8F]Fluor-Norimatinib Nitropyridin-Vorlaufer
(SG: Schutzgruppe)

Abb. 14: Strukturen des Produktes ['®F]Fluor-Norimatinib und des entsprechenden Nitropyridin-
Vorlaufers.

39



Ergebnisse und Diskussion

Die Synthese des Nitropyridin-Derivats stellte dennoch eine Herausforderung dar,
da weder die von Zimmermann et al. publizierte Syntheseroute fiir die Leitstruktur
Imatinib (Abb. 15),3> noch andere bekannte Alternativen verwendet werden
konnten.®> Zum einen &dndert sich durch Einbringen einer Nitro-Gruppe die
Reaktivitat des Molekiils aufgrund der starken Akzeptor-Eigenschaften grundlegend,
sodass die Reaktionsbedingungen entsprechend angepasst werden mussten. Zum
anderen wird bei der Route von Zimmermann et al. das zur Synthese bendtigte
Anilin-Intermediat durch Reduktion einer Nitro-Gruppe erhalten. Dieser Schritt
wirde gleichzeitig die Nitro-Abgangsgruppe am Pyridin-Ring reduzieren, sodass die
Generierung der Amino-Funktion des Anilin-Intermediates im Zuge der Nitropyridin-
Vorlaufer-Synthese liber einen anderen Weg erfolgen musste. Auch eine spéatere
Re-Oxidation des Amino-Pyridins stellte keine praktikable L6sung dar, da hierbei
eine Vielzahl an N-Oxiden durch Oxidation weiterer Stickstoff-Atome, beispielsweise
im Piperazin-Ring, erzeugt werden wiirde. Unter Berlcksichtigung dieser Umstande
wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Syntheseansatze zur Darstellung des
Nitropyridin-Vorlaufers und des nicht-radioaktiven Standards Fluor-Norimatinib
entwickelt, die im Folgenden im Detail vorgestellt werden.

OMe

MeO NMe,
7 —_— s Z 7 NMe,
~ ‘ reflux ~ ‘
N N NN NO
Y 2
NaOH ‘ _N
1. HNO, R
{
2 #\JEQOSZJ HN-NH, “HNO; (Pro#) o
H,N NO, . ﬂZ Y reflux ‘ _N
/\©/ _ refux HN/\©/NOQ
Hy | (EtOAc) Hy (EtOAc)
Pd/C RT Pd/C RT
N
N H
H H /\ o, /\N N H NH N NH,
N._N N N ~ 2 X
X ~ \\(
T & 2Hcl | N
_N o) =
Pyridin
X RT ‘ A
N - _N
z Imatinib
Anilin-Intermediat

Abb. 15: Darstellung des Synthesewegs von Imatinib nach Zimmermann et al. Blau umrahmt ist die
theoretische Reduktion eines Nitropyridin-Derivates und der Verlust der Nitro-
Abgangsgruppe (rot).

3.1.1.1 Nitro-Boc-Imatinib: 1. Syntheseweqg

Um die Reduktion der Nitro-Abgangsgruppe zu vermeiden, sollte in diesem Ansatz
die Nitropyridinylpyrimidin-Einheit erst im letzten Reaktionsschritt mit dem
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restlichen Molekil verbunden werden (Abb. 16). Der Vorteil dabei ware gewesen,
dass bis zu diesem Kondensationsschritt die Nitro-Gruppe nicht beachtet werden
misste und somit keine Limitierungen in der Reaktionsfiihrung bestanden hatten.

‘\/N\SG

NO,

Pyrimidin-Fragment Anilin-Fragment

Abb. 16: Retrosynthetische Darstellung des 1. Synthesewegs: Kondensation eines Pyrimidin-
Fragments mit einem Anilin-Derivat. Die retrosynthetischen Schnittstellen sind rot
gestrichelt gekennzeichnet.

Die Synthese der Nitro-Vorstufe des Anilin-Fragments wurde auf zwei Wegen
realisiert. Weg A beschreibt eine Synthese unter milden Bedingungen, die allerdings
nur moderate Ausbeuten lieferte (Abb. 17). Der erste Schritt dabei war die
Umsetzung von 4-(Chlormethyl)benzoesaure mit 1-Boc-Piperazin unter schwach
basischen Bedingungen bei Raumtemperatur. Die nukleophile Substitution des
Chlorids durch das Piperazin-Derivat war zwar nach 22 Stunden Reaktionszeit
vollstandig, allerdings ging durch die zur Aufreinigung noétige Umbkristallisation ein
Teil des Intermediates 2 verloren, sodass nur eine moderate Ausbeute von 65%
erhalten werden konnte. Im nachsten Schritt wurde mit Hilfe des Kopplungs-
reagenzes HBTU und DIPEA die Carbonsadure 2 aktiviert fiir die Reaktion zum Amid
mit 4-Methyl-3-nitroanilin. Nach 2 Stunden bei Raumtemperatur konnte die
Reaktion beendet werden und nach Extraktion als sauberes Produkt 3 mit einer
Ausbeute von 59% erhalten werden. Uber zwei Stufen konnte so eine Ausbeute von
38% erreicht werden, wobei auf aufwendige Aufreinigungsverfahren verzichtet
werden konnte.
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Abb. 17: Darstellung des Weges A fiir die Synthese von 3. Alkylierung eines Piperazins mit 4-
(Chlormethyl)benzoesdure fiihrt zur Carbonsdure 2, die unter milden Bedingungen mit
einem Anilin zur Nitro-Vorstufe 3 umgesetzt wird.

Um hohere Ausbeuten zu erreichen, wurde ein effizienterer Syntheseweg gesucht
(Abb. 18). Dies gelang, indem deutlich harschere Reaktionsbedingungen gewahlt
wurden. Im ersten Schritt von Weg B wurde 4-(Chlormethyl)benzoesdure in
Thionylchlorid erhitzt, um das Saurechlorid zu bilden. Dieses wurde nicht
aufgereinigt, sondern direkt fir die Umsetzung mit 4-Methyl-3-nitroanilin
eingesetzt, um nach sdulenchromatographischer Aufreinigung 1 in einer fast
guantitativen Ausbeute von 96% zu erhalten. Die anschlieende Reaktion von 1 mit
1-Boc-Piperazin unter basischen Bedingungen wurde zuerst bei Raumtemperatur
begonnen, spater wurde jedoch aufgrund der langsamen Reaktionsgeschwindigkeit
die Temperatur auf 50 °C erhoht. Produkt 3 musste zwar wiederum mittels
Saulenchromatographie aufgereinigt werden, jedoch lag die Ausbeute bei sehr
zufriedenstellenden 92%. Somit stellte Weg B trotz des hoheren Aufwandes mit
88% Ausbeute Uber zwei Stufen die deutlich effizientere Syntheseroute dar.

OZN HN
¢ soci /\ - N i@
Ho 2 O,N N K/N\Boc
[DMF] Pyrldln /\©/ DIPEA /\©/ S
o 80°C (THF) (EtOAc)
0°C-RT 50 °C s
96% 92%

Abb. 18: Darstellung des Weges B fir die Synthese von 3. Erzeugung eines Carbonsaurechlorids
mittels Thionylchlorid, gefolgt von der Umsetzung mit einem Anilin-Derivat zu 1. Die
abschlieRende Alkylierung eines Piperazins mit 1 fiihrt zur Nitro-Vorstufe 3.

Die Reduktion der Nitro-Vorstufe 3 zum Amin 4 (Anilin-Fragment) gestaltete sich
zunachst kompliziert. Eine Palladium-katalysierte Reduktion mit Wasserstoff sorgte
zwar fur die gewilnschte Umwandlung der Nitro-Gruppe in eine Amino-Gruppe,
allerdings ging durch hydrolytische Spaltung an der benzylischen Position der
Piperazin-Ring verloren. Eine alternative Moglichkeit Nitro-Gruppen zu reduzieren,
stellt die Verwendung von Zinn(ll)-chlorid unter Saurezusatz dar. Da jedoch die
sdurelabile Boc-Schutzgruppe erhalten bleiben sollte, mussten die Reaktions-
bedingungen dahingehend angepasst werden. Die Reduktion funktionierte zwar
auch ohne Zusatz von Saure, allerdings war Zinn(ll)-chlorid selbst sauer genug, um
die Boc-Schutzgruppe abzuspalten (Abb. 19).
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Abb. 19: Die Palladium-katalysierte Reduktion von 3 mit Wasserstoff (oben) flihrt zum Verlust des
Piperazin-Rings durch hydrolytische Spaltung an der benzylischen Position. Die Reduktion
von 3 mit Zinn(ll)-chlorid unter sauren Bedingungen (unten) fiihrt zur Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe.

Da Zinn(ll)-chlorid unter basischen Bedingungen als Zinn(ll)-hydroxid ausfallt und
somit nicht mehr der Reaktion zur Verfligung steht, konnte der pH-Wert nicht
beliebig erhéht werden. Um nun sowohl das Ausfallen der Zinn(ll)-Verbindung, als
auch eine Abspaltung der Boc-Gruppe zu verhindern, wurden mit Hilfe von Amin-
Basen die Reaktionsbedingungen entsprechend angepasst. Bei der Evaluierung
verschiedener Amin-Basen stellte sich die Verwendung von Pyridin als optimal
heraus, da sowohl eine kurze Reaktionsdauer, als auch eine einfache Aufreinigung
zum gewulnschten Amin 4 fiihrten. Wurden dquimolare Mengen an Pyridin und
Zinn(ll)-chlorid verwendet, fiel zwar wahrend der Reaktion langsam Zinnhydroxid
aus, allerdings konnte das Edukt innerhalb von 3.5 Stunden komplett reduziert
werden. Die Aufreinigung konnte aufgrund des quantitativen Umsatzes durch
Filtration und Extraktion bewerkstelligt werden. Die Reduktion von Nitro-
Verbindungen zu Aminen mit Zinn(ll)-chlorid unter neutralen bis schwach basischen
Bedingungen stellt somit eine neue Methode dar, die die Verwendung von
saurelabilen Schutzgruppen zuldsst. Insgesamt konnte das Amin 4 auf diesem Weg
in 4 Stufen mit einer exzellenten Ausbeute von 91% synthetisiert werden (Abb. 20).

SnC|2
H N
O,N N K/ N. B N PN B
/\©/ oc (EtOAC) oc
0
3

30°C
100%

Abb. 20: Reduktion der Nitro-Verbindung 3 zum Amin 4 unter Verwendung von Zinn(ll)-chlorid
unter basischen Bedingungen.

Die Synthese des Pyridinylpyrimidins sollte tiber eine Ubergangsmetall-katalysierte
Kreuzkupplung erfolgen. Da die Negishi-Kupplung von Organozink-Verbindungen
mit Heteroarylhalogeniden viele funktionelle Gruppen toleriert,?® sollte ausgehend
von 5-Brom-2-nitropyridin zuerst mit n-Butyllithium ein Halogen-Lithium-Austausch
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bei -80 °C wasserfrei stattfinden, gefolgt von der Umsetzung mit Zinkbromid. Das
entstehende Organozinkbromid sollte dann mit 2,4-Dichlorpyrimidin unter
Palladium(ll)-Katalyse zum gewiinschten Produkt 5 fiihren (Abb. 21). Zwar zeigte
sich nach Zugabe von n-Butyllithium eine Gelbfarbung der Reaktionslosung, was fir
einen erfolgreichen Halogen-Lithium-Austausch spricht, jedoch setzte kurz darauf
ein weiterer Farbumschlag nach Braun ein. Die Reaktion fiihrte nicht zum ge-
winschten Produkt, was wahrscheinlich auf eine Zersetzung der Lithium-Spezies
zurickzufihren ist.

Br Li ZnBr rN
X n-BuLi X ZnBr, X cl N/)\CI
‘ N ‘ N ‘ N

7 (EL0) 7 (Et0) 7 [Pd(PPhg)]
N -78°C NO, -78°C NO, (THF)

50 °C

Abb. 21: Negishi-Kupplung von 5-Brom-2-nitropyridin mit 2,4-Dichlorpyrimidin.

Mit der Negishi-Kupplung konnte jedoch das Fluor-Analogon 6, welches fiir die
Synthese des nicht-radioaktiven Standards benétigt wurde, in sehr guten Ausbeuten
synthetisiert werden. Hier zeigte sich nach der Gelbfarbung durch den erfolgreichen
Halogen-Lithium-Austausch kein weiterer Farbumschlag bis zur Zugabe des Zink-
bromids, wobei sich die Losung fast vollstandig entfarbte. Nach Zugabe des
Palladium-Katalysators und 2,4-Dichlorpyrimidins musste darauf geachtet werden,
dass die Reaktionslosung fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur riihrte, damit sich das
Intermediat aus Pyrimidin und Palladium-Katalysator bilden kann, bevor sich die
Organozink-Verbindung zersetzte. Das Fluorpyridinylpyrimidin 6 konnte so in einer
Ausbeute von 66% dargestellt werden (Abb. 22).

N Cl
N
Br Li ZnBr rN L
=
X n-Bulli AS ZnBr, X Cl N/)\q
‘ N ‘ N ‘ N A
Z (Et20) Z (Et20) Z [Pd(PPh3),] \
E -78 °C F -78 °C E (THF) N

50 °C
F

6
66%

Abb. 22: Negishi-Kupplung von 5-Brom-2-fluorpyridin mit 2,4-Dichlorpyrimidin.

Eine weitere Kreuzkupplung, die tolerant ist gegeniliber einer Vielzahl an
funktionellen Gruppen, ist die Suzuki-Kupplung.8® Dabei werden Organobor-Verbin-
dungen mit Heteroarylhalogeniden Palladium-katalysiert umgesetzt, wobei diese
Reaktion im Gegensatz zu Reaktionen mit n-Butyllithium gegeniiber Wasser un-
empfindlich ist und inzwischen viele Organobor-Verbindungen kommerziell ver-
flgbar sind. Fir die Synthese von 5 wurde somit in einer Suzuki-Kupplung 2-Nitro-5-
pyridinylboronsaurepinakolester mit 2,4-Dichlorpyrimidin in wassrigem THF erfolg-
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reich umgesetzt. (Abb. 23). Dabei zeigte sich in der Analytik ein fast vollstandiger
Umsatz der Edukte, wahrend sich kaum Nebenprodukte bildeten. Allerdings zeigten
sich grolRe Verluste bei der Aufreinigung des Produktes, sodass aufgrund der
Bedingungen von Extraktion und Saulenchromatographie nur geringe Ausbeuten
von 3-7% erreicht wurden. Ein neuer Aufreinigungs-Ansatz sollte auf diese Tech-
niken verzichten und die Nebenprodukte, die hauptsachlich aus den Liganden des
Palladium-Katalysators bestanden, durch Filtration entfernen. Dazu wurde das
Losungsmittel des Reaktionsgemisches im Vakuum entfernt, der Rickstand in
Dichlormethan aufgenommen und filtriert um polare Verbindungen und Salze zu
entfernen. Das Filtrat wurde anschlieend in Cyclohexan gefallt, um stark unpolare
Verbindungen zu entfernen. Der erhaltene rotbraune Feststoff konnte so zwar nicht
vollstandig von Nebenprodukten befreit werden, allerdings war die Reinheit laut
HPLC-Analytik ausreichend fiir weitere Reaktionen und die Ausbeute konnte so auf
60% erhoht werden. Bei einem weiteren Aufreinigungs-Ansatz wurde nach Ent-
fernen des Losungsmittels des Reaktionsgemisches ebenfalls der Riickstand in
Dichlormethan aufgenommen und filtriert, jedoch anschliefend das Filtrat per
Saulenchromatographie aufgereinigt. Die Ausbeute mit dieser Methode war zwar
mit 51% etwas geringer, allerdings konnte ein hellgelber Feststoff gewonnen
werden, dessen Reinheit mit iber 98% (bestimmt per HPLC) deutlich gegenliber der
vorherigen Methode gesteigert werden konnte, weshalb diese kombinierte
Methode (Filtration und Saulenchromatographie) bevorzugt wurde.

N\\(CI

_N

d b (PA(PPhy).]
B fN Na,CO3
. .
[ G NP (THERGO)
_N 80 °C _N

NO, NO,

Abb. 23: Suzuki-Kupplung des Nitropyridin-Boronsaurepinakolesters mit 2,4-Dichlorpyrimidin.

Den letzten Schritt in der Synthese des Nitropyridin-Vorlaufers und des Fluor-
Standards stellte die Kondensation der Fragmente 4 mit 5 bzw. 6 dar. Dazu wurde
zunichst ein Ansatz nach einer literaturbekannten Vorschrift 8 gewiahlt, die eine
Kopplung von Chlorpyrimidinen mit Anilinen mittels Saure-Katalyse beschreibt. Vor
der Synthese des Fluor-Standards wurde zundachst untersucht, ob eine modgliche
Substitution des Fluors am Pyridin-Ring EinbuBe in der Ausbeute bzw.
Schwierigkeiten bei der Aufreinigung hervorrufen kénnte. Dazu wurde das Inter-
mediat 6 mit 2-Methyl-5-nitroanilin umgesetzt, wobei nach 28 Stunden Reaktions-
zeit nur das gewinschte Produkt entstanden war. An dieser Testsynthese konnte
somit die Kompatibilitat der Reaktion nachgewiesen werden (Abb. 24).
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Abb. 24: Saurekatalysierte Kondensation des Chlorpyrimidins 6 mit einem Anilin.

Diese Bedingungen konnten zwar auf die Synthese des Fluor-Standards 8
angewendet werden, fihrten allerdings nur zu sehr geringen Ausbeuten. Die
Verwendung von Essigsaure anstelle von para-Toluolsulfonsdure konnte die Aus-
beute auf immerhin 5% steigern ohne die Boc-Schutzgruppe abzuspalten, wobei die
Aufreinigung aufgrund der Nebenprodukte besondere Bedingungen erforderte. Die
saulenchromatographische Aufreinigung fiihrte nur durch Zusatz von Essigsdure im
Laufmittel zu einer erfolgreichen Trennung der Verbindungen. Bei der Entfernung
des Losungsmittels stieg zwar die Konzentration an Essigsdure, die zur partiellen
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe fiihrte, jedoch wurde im finalen Reaktionsschritt
diese Schutzgruppe ohnehin entfernt (Abb. 25). Dazu wurde die Fluor-Verbindung 8
in Trifluoressigsaure bei Raumtemperatur entschitzt und mittels Extraktion und
HPLC aufgereinigt, um das Produkt 9 in einer Ausbeute von 18% zu erhalten. Da die
Extraktion teilweise unter basischen Bedingungen durchgefiihrt wurde, kdnnte eine
mogliche Hydrolyse zum Hydroxypyridin stattgefunden haben, was die reduzierte
Ausbeute erklaren wiirde. Des Weiteren entsteht bei der Entschiitzung ein reaktives
Carbokation, welches zur Entstehung von Nebenprodukten fihren kann.

N
N Cl /\
‘ Y K/N Boc
N
— N/\
N H LA HOAc _N
AN * 2 “Boc
‘ Dloxan
_N 0 80 °C
L 8
5%
4
TFA, TIS
(DCM)
RT
T
_N (e]
N
F 9

72%

Abb. 25: Kondensation des Chlorpyrimidins 6 mit dem Anilin 4 unter Saure-Katalyse zum Boc-
geschitzten Fluor-Imatinib-Derivat 8. AnschlieBende Entschiitzung lieferte Fluor-
Norimatinib 9.

Die Reaktionsbedingungen wurden unter Berlicksichtigung dieser Faktoren ange-
passt: zum einen wurde in Dichlormethan/Trifluoressigsaure (4:1) unter Zugabe des
Scavengers Triisopropylsilan fiir 20 Minuten entschitzt, zum anderen wurde das
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Reaktionsgemisch direkt mittels HPLC aufgereinigt. Durch diese MaRBnahmen
konnte die Ausbeute von ['°F]FNI (9) von 18% auf 72% vervierfacht werden, wobei
die notwendige hohe Reinheit von liber 99% gewahrleistet blieb (Abb. 25).

Die saurekatalysierte Kondensation mit 4 konnte allerdings nicht direkt auf das
Nitro-Derivat (ibertragen werden, da sich hierbei kein Produkt bildete (Abb. 26).
Deshalb wurde die Reaktion dieses Chlorpyrimidins ebenfalls zundchst mit 2-
Methyl-5-nitroanilin vorevaluiert. Dabei zeigte sich, dass unter den drei gefundenen
Hauptprodukten auch die gewiinschte Verbindung enthalten war, allerdings konnte
auch die Substitution der Nitro-Gruppe durch das Anilin beobachtet werden (Abb.
27).

16% 17% 10%

Abb. 27: Saurekatalysierte Kondensation des Chlorpyrimidins 5 mit 2-Methyl-5-nitroanilin. Die
Ausbeuten der dargestellten Hauptprodukte wurden mittels HPLC (UV, A = 210nm)
bestimmt.

Da die Kondensation des Chlorpyrimidins 5 also prinzipiell funktionierte, wurden
verschiedene Parameter, wie Losungsmittel, Konzentration, Sdure und Temperatur,
variiert, jedoch konnte der Nitropyridin-Precursor 7 auf diesem Weg (Abb. 28) nicht
erfolgreich synthetisiert werden. Wahrend bei den vergleichsweise milden
Bedingungen aus Abb. 26 die Edukte 5 und 4 keine Reaktion eingingen, fand bei
harscheren Reaktionsbedingungen eine Zersetzung der Edukte, vor allem des Anilins
4, statt. Aus diesem Grund musste die Synthese so verdandert werden, dass die
Kondensation des Chlorpyrimidins 5 mit einem Anilin nicht den letzten Reaktions-
schritt darstellt, sondern moglichst friih im Reaktionsschema stattfindet.
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Abb. 28: Schematische Darstellung des kompletten 1. Syntheseweges. Dieser fiihrte zur erfolg-

reichen Synthese des Standards Fluor-Norimatinib (9), jedoch zeigte sich dieser nicht
zielfhrend bei der Synthese des Nitropyridin-Precursors 7.

3.1.1.2 Nitro-Boc-Imatinib: 2. Syntheseweq

Bei diesem Syntheseweg sollten die Reaktionsbedingungen so gewahlt werden, dass

vor allem am Ende der Synthese milde Bedingungen herrschen, um eine

Substitution der Nitro-Gruppe und andere unerwiinschte Nebenreaktionen zu

verhindern. Dazu wurde die Ausbildung der Amidbindung zwischen dem Anilin-

Fragment und dem Carbonsaure-Fragment als letzter Schritt der Synthese gewahlt,

wobei unter dhnlich milden Bedingungen wie bei der Peptidsynthese gearbeitet

werden sollte. Das bei diesem Syntheseweg zentrale Intermediat ist das Anilin-

48



Ergebnisse und Diskussion

Fragment, das grundsatzlich auf zwei Wegen dargestellt werden kann (Abb. 29).
Eine Moglichkeit stellt die klassische Pyrimidin-Synthese dar, bei der ein Enon-
Fragment mit einem Guanidin-Fragment kondensiert und so den
heteroaromatischen Ring ausbildet. Diese Methode wurde von Zimmermann et al.
in der Imatinib-Synthese ebenfalls verwendet, wobei dort andere Substituenten
vorlagen. Eine weitere Mdoglichkeit, das Anilin-Fragment darzustellen, ist die
saurekatalysierte Kondensation des Pyrimidin-Fragmentes mit einem Diamino-
Fragment unter dhnlichen Bedingungen, wie im ersten beschriebenen Syntheseweg.

NO,
Anilin-Fragment Carbonsdure-Fragment
HoN N N
R 8 “sSG
NH
NO,
Enon-Fragment Guanidin-Fragment NO3

Pyrimidin-Fragment Diamino-Fragment

Abb. 29: Retrosynthetische Darstellung der Synthesestrategie des 2. Synthesewegs: Bildung der
Amidbindung aus dem Carbonsdure- und dem Anilin-Fragment. Letzteres ldsst sich
entweder Uber die Reaktion aus dem Enon-Fragment und dem Guanidin-Fragment bilden
oder liber die Kondensation des Pyrimidin- und des Diamino-Fragments. Die retro-
synthetischen Schnittstellen sind rot gestrichelt gekennzeichnet.

Die Methode der Pyrimidinsynthese stellte zwar eine vielversprechende Option dar,
bedeutete aber auch die Durchfiihrung von mehr Reaktionsschritten bis zum Erhalt
der Zielverbindung. Die Synthese des Enon-Fragments ging von 5-Brom-2-nitro-
pyridin aus, welches in einer Stille-Kupplung mit Tributyl-(1-ethoxyvinyl)zinn unter
Palladium-Katalyse zum Ethoxyvinylpyridin umgesetzt wurde. Die anschlieBende
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saure Hydrolyse zum Keton 10 fiihrte zu einer Ausbeute von 96% (iber zwei Stufen
nach saulenchromatographischer Aufreinigung (Abb. 30).

Br EtO o
x Pd(PPh HCl,

‘ , FEtO _Sn(Bu) [Pd(PPhg)4] | X q | X

e _
_N T (THF) _N RT _N
65 °C
NO, NO,
10

96%

Abb. 30: Zweistufige Synthese des Ketons 10 mittels Stille-Kupplung und saurer Hydrolyse.

Die Umsetzung von 10 mit N,N-Dimethylformamid-dimethylacetal zum Enon-
Fragment konnte jedoch nicht erfolgreich durchgefiihrt werden, weshalb auf die
alternative Moglichkeit, die Kondensation des Pyrimidin-Fragments mit dem
Diamino-Fragment (Abb. 29), zuriickgegriffen wurde.

Die zweistufige Synthese des Diamino-Fragments ging dabei von 4-Methyl-3-
nitroanilin aus, welches im ersten Reaktionsschritt mit einer Schutzgruppe versehen
wurde. Da die Kondensation des Pyrimidin- und des Diamino-Fragments unter
sauren Bedingungen stattfinden musste, wurde die Aminbasen-labile Fluorenyl-
methoxycarbonyl-Grupp (Fmoc) verwendet, um die Amin-Funktion zu schiitzen. Die
Umsetzung von 4-Methyl-3-nitroanilin mit Fmoc-Cl und Natriumcarbonat gelang
dabei fast quantitativ, sodass das Produkt direkt nach Extraktion fiir weitere
Reaktionen verwendet werden konnte. Die Reduktion der Nitro-Gruppe von 11 fand
unter Verwendung von Zinn(ll)-chlorid statt und lieferte so das Anilin-Fragment 12
in einer Ausbeute von insgesamt 92% Uber zwei Stufen (Abb. 31). Die Reaktions-
bedingungen wurden dabei soweit optimiert, dass die Aufreinigung nicht Uber
Saulenchromatographie erfolgen musste, sondern das Produkt in hoher Reinheit
Uber Filtration und Extraktion gewonnen werden konnte.

F -Cl
moc: H H

O,N NH, Na,COj3 O,N N. SnCl, H,N N.
_ > Fmoc ———F—— Fmoc
(H,O/Dioxan) (EtOAc/MeOH)
5°C-RT RT
1" 12
98% 94%

Abb. 31: Zweistufige Synthese des Anilin-Fragmentes 12: Schitzung der Amin-Funktion von 4-
Methyl-3-nitroanilin und anschlieBende Reduktion der Nitro-Gruppe von 11 zum Amin.

Die sdaurekatalysierte Kondensation des Anilin-Fragmentes 12 mit dem Pyrimidin-
Fragment 5 zeigte unter denselben Reaktionsbedingungen, unter denen der Fluor-
Standard 8 erfolgreich synthetisiert werden konnte, fast keinen Umsatz, weswegen
die Menge an Sdure von einem Aquivalent auf das Zehnfache erhéht wurde, um das
gewlinschte Produkt letztendlich zu erhalten. Diese Option stand beim ersten
Syntheseweg nicht zur Verfligung, da hierbei die Boc-Schutzgruppe vollstiandig ab-
gespalten worden ware und dies eventuell zur Bildung von weiteren Neben-
produkten gefiihrt hatte. Dennoch mussten die Reaktionsbedingungen noch
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optimiert werden, da die notwendige hohe Konzentration an Edukten aufgrund der
geringen Loslichkeit aus praktischen Griinden nur in einem Eppendorf Reaktions-
gefal in einem Thermomixer durchgefiihrt werden konnte. Eine Reaktion im
Glaskolben erwies sich zunachst als nicht erfolgreich, da die Reaktionssuspension
dort vermutlich nicht gut genug durchmischt werden konnte und somit keine
gleichmaRigen Bedingungen (Temperatur, Konzentration an Edukten und Saure)
vorlagen, wodurch EinbuRen in der Ausbeute beobachtet werden konnten.
Aufgrund der Durchlassigkeit der Eppendorf Reaktionsgefdlle fiir Dioxan und
Essigsaure unter erhéhten Temperaturen bis zu 100 °C konnte jedoch die Konzen-
tration nicht konstant gehalten werden. Auflerdem mussten so immer wieder
Dioxan und Essigsaure zugegeben werden, wodurch die Reproduzierbarkeit der
Reaktion erschwert wurde. Ein weiteres Problem ist ein Upscaling der Reaktion, da
pro ReaktionsgefalR nur ca. 100 umol eingesetzt werden konnten und bei einer
Ausbeute von 28-67% nur geringe Mengen an Produkt erhalten werden konnten.
Um die Reaktion hochzuskalieren, musste zuerst die Loslichkeit der Edukte erhoht
werden, damit die Reaktion in einem Glaskolben stattfinden kann. Als Losungsmittel
wurde DMSO ausgewahlt, da dieses nicht nur ausgezeichnete Losungseigenschaften
besitzt, sondern ebenfalls einen hohen Siedepunkt, sodass ein Verdampfen
wahrend der Reaktion nicht moéglich war. Dadurch konnte die Reaktion in einem
Glaskolben mit Rickflusskiihler durchgefiihrt werden, wodurch ebenfalls die
Sauremenge konstant gehalten werden konnte. Die durch DMSO entstandenen
Nebenprodukte fiihrten allerdings nicht nur zu einer Verringerung der Ausbeute auf
40%, sondern erschwerten zusatzlich die Aufreinigung des Fmoc-geschiitzten Anilin-
Derivates 13. So konnte 13 selbst durch mehrfache Saulenchromatographie nicht
vollstandig von Nebenprodukten befreit werden und wurde direkt im nachsten
Reaktionsschritt eingesetzt. Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte durch
die Amin-Base Piperidin und erzielte eine hohe Ausbeute von 85% innerhalb von 30
Minuten Reaktionszeit. Zwar vereinfachte sich die Aufreinigung im Vergleich zur
Vorstufe, allerdings war es trotzdem nicht moglich das Anilin-Fragment 14 voll-
standig von Nebenprodukten zu befreien (Abb. 32), sodass eine Reinheit von nur
etwa 82% erzielt wurde.
al H H H

N
N NN N. N._N NH,
N Fmoc ~
Y Y Y
H Z Piperidin Z

HOAc

H,N N.
- + Fmoc —— —_—
| (DMSO) =z (DMF) Z
RT

s |
N 100 °C SN

5 12 13 14
40% 85%
Abb. 32: Saurekatalysierte Kondensation des Pyrimidin-Fragments 5 mit dem Diamino-Fragment 12
liefert das Fmoc-geschiitzte Intermediat 13, welches nach Entschitzung durch Piperidin
zum Anilin-Fragment 14 fiihrt.
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Den letzten Schritt der Synthese des Nitropyridin-Precursors 7 stellt die Kopplung
des Anilin-Fragments 14 mit dem Carbonsdure-Fragment 2 dar. Dazu wurden milde
Bedingungen gewahlt, die in der Peptidsynthese fest etabliert sind und hohe
Ausbeuten versprechen. Die Carbonsdaure 2 wurde mit dem Kopplungsreagenz
HBTU und DIPEA zu einem Aktivester umgesetzt, zu dem das Anilin-Fragment
gegeben wurde, um die Amidbindung auszubilden (Abb. 33). Da nach saulen-
chromatographischer Aufreinigung die Reinheit noch nicht ausreichend war, wurde
das Produkt mehrfach in Methanol umkristallisiert, wodurch eine Reinheit von 98%
bei einer Ausbeute von 34% erreicht werden konnte (Abb. 34).

H
- . ‘ NYN NH,
_Boc =N
a
N
(\N,Boc N = ‘ @\
N HBTU NN Boc
DIPEA NO, o]

(DMF)
RT

34%

Abb. 33: Aktivierung der Carbonsidure 2 durch Bildung eines Aktivesters, der mit dem Anilin-
Fragment 14 eine Amidbindung ausbildet und so zum Nitropyridin-Precursor 7 fiihrt.
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Abb. 34: Darstellung des Schema des 2. Syntheseweges, der erfolgreich zum Nitropyridin-Precursor
7 fihrte.

Diese hohe Reinheit ging zwar mit einer vergleichsweise niedrigen Ausbeute einher,

war aber flr die Radiomarkierung von grofSer Bedeutung, da hierbei schon geringe
Mengen an Verunreinigungen die Reaktion stark beeinflussen kénnten.

3.1.1.3 Weitere Derivate

Fiir eine biologische Evaluierung neuer Substanzen empfiehlt es sich Referenz-
substanzen zu benutzen, um zum einen die Testmethode auf Validitit zu Uber-
prifen und zum anderen einen direkten Vergleich zwischen den Substanzen zu
ermoglichen. In diesem Fall wurden drei Referenzsubstanzen herangezogen:
Imatinib, Norimatinib und SKI696 7° (,Fluorethyl-Imatinib“). Ersteres konnte
kommerziell erworben werden, die Synthesen der beiden anderen Verbindungen
werden im Folgenden vorgestellt.
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3.1.1.3.1 Norimatinib

Die Synthese von Norimatinib orientierte sich an der von Zimmermann et al.
beschriebenen Imatinib-Synthese unter Verwendung von publizierten Opti-
mierungen.>>® Zuerst wurde 3-Acetylpyridin durch Kondensation mit N,N-Di-
methylformamiddimethylacetal zum Enaminon 15 umgesetzt, welches nach Um-
kristallisation in einer guten Ausbeute von 54% erhalten werden konnte. Fir die
Synthese des Guanidins 16 wurde unter stark sauren Bedingungen 2-Methyl-5-
nitroanilin an Cyanamid addiert und durch Erhéhung des pH-Wertes nach der
Reaktion unter Kihlung ausgefadllt. Ohne weitere Aufreinigung konnte so das
Guanidin 16 in einer Ausbeute von 85% erhalten werden. Durch Kondensation
dieser beiden Bausteine konnte das Phenylaminopyrimidin 17 hergestellt werden.
Die hohe Ausbeute von 88% ist dabei nicht zuletzt auf Ausbildung der aromatischen
Pyrimidin-Einheit zurlckzufiihren, die die Triebkraft der Reaktion darstellt. An-
schlieBend wurde die Nitro-Gruppe dieses Bausteins mit Hilfe von Wasserstoff und
Palladium quantitativ reduziert zum Amin 18 (Abb. 35).
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(0] )\ (0]
MeO™ "NMe, —
= ‘ —_— ~ ‘ NMe, —
~ 100 °C ~
N N " ;
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Abb. 35: Synthese des Phenylaminopyrimidin-Fragmentes 18 ausgehend von 3-Acetylpyridin und 2-
Methyl-5-nitroanilin.

Unter den milden Bedingungen der Peptidsynthese wurde die Carbonsdure 2
mittels HBTU und DIPEA zu einem Aktivester umgewandelt (analog zu Abb. 33) und
anschlieRend mit dem Amin 18 umgesetzt, wodurch sich nach Ausbildung der
Amidbindung das Boc-geschiitzte Norimatinib (19) erhalten lie. Die Entschitzung
zu Norimatinib (20) erfolgte gekihlt unter Verwendung von Trifluoressigsaure und
lieferte nach Aufreinigung das Produkt in einer Ausbeute von 61%. Die reduzierte
Ausbeute begriindete sich in der notwendigen Saulenchromatographie, um die fiir
biologische Evaluierungen noétige hohe chemische Reinheit von Uber 97%
gewadhrleisten zu kénnen (Abb. 36).
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Abb. 36: Ausbildung der Amidbindung zwischen 18 und 2 zum Boc-geschiitzten Norimatinib (19)
und anschlieBende Entschiitzung zu Norimatinib (20).

3.1.1.3.2 SKI696

Die Synthese der Referenzverbindung SKI696 (21) konnte ausgehend von
Norimatinib (20) in einem Schritt erfolgen. Dabei reagierte unter basischen
Bedingungen 1-Brom-2-fluorethan mit Norimatinib unter Substitution von Bromid
durch das sekunddre Amin des Piperazin-Rings zum gewinschten Produkt, welches
mittels semipraparativer HPLC aufgereinigt wurde. Die von Glekas et al. publizierte
Ausbeute von 17% 7° fiur das Produkt konnte, trotz der fiir biologische
Evaluierungen geforderten chemischen Reinheit von liber 99%, auf 57% mehr als
verdreifacht werden (Abb. 37).

21
SKI696

57%

Abb. 37: Synthese der Referenzverbindung SKI696 (21) ausgehend von Norimatinib (20) und 1-
Brom-2-fluorethan.

3.1.2 DOG1-Verbindungen

Obwohl DOG1, ein Kalzium-aktivierter Chloridkanal, ein relativ junges
Forschungsobjekt darstellt, konnten bereits durch High-Throughput-Screenings
wichtige Informationen beziiglich der chemischen Strukturen von Aktivatoren und
Inhibitoren gewonnen werden.?®® Anhand dieser Daten wurden N-(4-Phenyl-
thiazol-2-yl)benzamide als die vielversprechendste Substanzklasse fir die
Entwicklung eines spezifischen Radiotracers gewahlt. Da die Substituenten einen
erheblichen Einfluss auf die Bindungsaffinititen ausiiben,®®%° musste die Position
fir das Radiolabel so gewahlt werden, dass einerseits die Affinitdt nicht verloren
geht und andererseits eine Radiomarkierung mit [*®F]Fluorid moglich ist. Das
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Einbringen des Fluor-Atoms wire prinzipiell an zwei Positionen (R, R3) denkbar
gewesen, jedoch wiirde mit R3 = 4-F eine deutliche Reduktion der Bindungsaffinitat
einhergehen (Abb. 38). Obwohl R! = 4-F in Bezug auf die Affinitdt ein attraktives Ziel
darstellt, ist eine Radiomarkierung mit [*8F]Fluorid an dieser Stelle durch die hohe
Elektronendichte unglinstig. Aufgrund dessen sollte eine geeignete Markierungs-
strategie entwickelt werden, die trotz des deaktivierten Systems den gewiinschten
Radiotracer [*8F]Fluor-DOG1 bereitstellen sollte.

S S
N-(4-Phenylthiazol-2-yl)benzamid

Effekt R R? R? Fluor-DOG1
4+ H, 4-OMe Bn 3,4,5-Trimethoxy
+ 4-F, 4-Cl EtOMe
R Me 4-F, 4-Me
- n-Bu 4-OMe

Abb. 38: Allgemeine Struktur der Aktivatoren der Substanzklasse N-(4-Phenylthiazol-2-)benzamide
und ein Auszug (iber den Einfluss der Substituenten auf die Bindungsaffinitat. Aufgrund
dieser Informationen wurde Fluor-DOG1 als Leitstruktur ausgewahlt. Legende: +++: stark
erhéhte Affinitat; +: erhdhte Affinitat; -: gesenkte Affinitit: -—: nicht affin.%®

3.1.2.1 Referenzsubstanzen Ea.* und Fluor-DOG1

Zur Synthese der Derivate musste zuerst die Synthese der Referenzverbindung Eact”
(N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-phenylthiazol-2-yl)benzamid, 23, Abb. 39) etabliert
werden. In der zweistufigen Synthese sollte zuerst die Thiazol-Einheit generiert
werden und anschlieffend die Amidbindung zum Benzoesdurederivat ausgebildet
werden (Abb. 39).

O/
/
o) ° R s Q o
R .
. *qe. — HO ~
-.N\ N 0 i 0] + HzN)kN +
% J H o~
* X O
Abb. 39: Retrosynthetische Betrachtung zur Synthese von Eat” (R = H) und dessen Derivate (R = F,
Abgangsgruppen)

Uber die Hantzsche-Thiazol-Synthese konnte ausgehend von 2-Brom-1-phenyl-
ethan-1-on und N-Benzylthioharnstoff das 2-Aminothiazol 22 in einer Ausbeute von
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98% erhalten werden (Abb. 40). Durch den fast quantitativen Umsatz konnte das
Produkt nach Extraktion in hoher Reinheit gewonnen werden.

t

(0]
QT @ o QT*“@ H QU@

22
98%

Abb. 40: Hantzsche-Thiazol-Synthese des 2-Aminothiazols 22.

Der zweite Reaktionsschritt war die Ausbildung der Amidbindung zwischen 22 und
3,4,5-Trimethoxybenzoesaurechlorid unter basischen Bedingungen (Abb. 41).
Hierbei konnte eine Ausbeute von 68% erreicht werden, die in Anbetracht der
geringen Reaktivitat des sekundaren Amins und einer Reinheit von tUber 99% ein
gutes Ergebnis darstellt. Die Gesamtausbeute nach zwei Synthesestufen betrug 67%
fur die Referenzverbindung Eact”™ (23).

i ey
KO . CI)K@:O Q\Q
Q\&N\;/NH o~ (ToI) Yé
O\
22

110 °C

23
Eac(*

68%

Abb. 41: Reaktion des sekunddren Amins 22 mit 3,4,5-Trimethoxybenzoesaurechlorid zur
Referenzverbindung Eact” (23).

Diese Reaktionsbedingungen wurden nun verwendet, um den Fluor-Standard Fluor-
DOG1 (25) zu erhalten. Dabei zeigte sich in der Thiazol-Synthese ein quantitativer
Umsatz. Im zweiten Reaktionsschritt wurde ebenfalls eine héhere Ausbeute als fir
die Referenzsubstanz erhalten, sodass in diesem Fall liber zwei Stufen eine
exzellente Ausbeute von 89% bei einer Reinheit von Uber 99% erreicht werden

konnte (Abb. 42).
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Abb. 42: Zweistufige Synthese des Standards Fluor-DOG1 (25).
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Da diese Synthesestrategie hohe Ausbeuten bei einer einfachen Reaktionsfiihrung
und Aufreinigung lieferte, sollte sie auf die Synthese der Vorlaufer-Molekile Gber-
tragen werden.

3.1.2.2 Nitro-DOG1

Die Nitro-Gruppe stellt eine gute Abgangsgruppe fiir die aromatische nukleophile
Substitution mit ['8F]Fluorid dar und kann sogar in deaktivierten Systemen
verwendet werden. Als Beispiel sei hier die Radiosynthese von [*F]Flumazenil
ausgehend vom entsprechenden Nitro-Precursor erwahnt, die trotz des elektronen-
reichen Aromaten [*®F]Fluorid-Inkorporationen von 55-60% erreichen konnte.® Aus
diesem Grund wurde ein Nitro-Precursor fur die Radiosynthese von ['8F]Fluor-DOG1
als vielversprechendes Vorlaufer-Molekil erachtet, das eine einfache Radiosynthese
erlaubt.

Die Hantzsche-Thiazol-Synthese lieferte auch hier quantitative Ausbeuten (Abb. 43),
allerdings fuhrte die schlechte Loéslichkeit des 2-Aminothiazols 26 wahrend der
Extraktion zu einer reduzierten Wiedergewinnung des reinen Produktes, sodass die
Aufreinigungsstrategie modifiziert werden musste. Das Reaktionsgemisch wurde
nach der Reaktion zuerst in verdiinnter Natriumhydroxid-Losung gerihrt und
anschlieRend filtriert, um zu verhindern, dass das Produkt als Hydrogenbromid-Salz
vorliegt und somit den nachsten Reaktionsschritt beeinflusst.
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Abb. 43: Hantzsche-Thiazol-Synthese des 2-Aminothiazols 26.

Die Ausbildung der Amidbindung lieferte zwar eine vergleichbare Ausbeute von
64%, bendtigte aber eine deutlich langere Reaktionszeit (Abb. 44). Die Loslichkeit
spielte dabei nicht nur wahrend der Reaktion eine entscheidende Rolle, sondern
auch bei der Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie, da das Produkt als sehr
breite Bande eluierte und somit erst durch wiederholte Saulenchromatographie
eine ausreichende Reinheit von liber 97% erreicht werden konnte.
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Abb. 44: Reaktion des sekundidren Amins 26 mit 3,4,5-Trimethoxybenzoesdurechlorid zum
Precursor Nitro-DOG1 (27).

3.1.2.3 Triazen-DOG1

Eine weitere Methode deaktivierte Aromaten fiir die nukleophile Substitution mit
[*8F]Fluorid zuganglich zu machen, ist die sogenannte Wallach-Reaktion.8>°! Dabei
wird durch Protonierung eines Triazens in situ ein Diazoniumion erzeugt, welches
als sehr gute Abgangsgruppe in der nukleophilen Substitution verwendet wird (Abb.
45). Dabei zeigt das Triazen gegeniiber dem Diazoniumion eine deutlich hdhere
Stabilitat, wodurch sich dessen Synthese und Lagerung stark vereinfacht.
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Abb. 45: Reaktionsmechanismus der Sdure-induzierten in situ-Generierung des Diazoniumions.
Durch den Angriff des Nukleophils wird Stickstoff freigesetzt. Nu: Nukleophil.

Dennoch fuhrt das hochreaktive Diazoniumion zu einer Vielzahl an mdglichen
Nebenreaktionen (Abb. 46), die durch eine geschickte Wahl der Reaktions-
bedingungen eingeschrankt bzw. vermieden werden kénnen. Pages et al. haben die
Fluordediazotierung intensiv untersucht, um die radikalischen Prozesse zu
unterdriicken, bei denen schwer abzutrennende Nebenprodukte entstehen. So
wurden etliche Parameter wie Losungsmittel, Temperatur, Reaktionszeit, Konzen-
tration, Verhaltnis des Gasvolumens zum Lésungsmittelvolumen und Reihenfolge
der Reaktandenzugabe evaluiert, um die Bildung des gewiinschten Arylfluorids zu
maximieren und diese Bedingungen auf die '®F-Radiomarkierung von Triazen-
Vorldufern anzuwenden 820
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Abb. 46: Erzeugung des Diazoniumions (blau markiert) und mogliche radikalische und kationische

Nebenreaktionen wahrend der Fluordediazotierung zum Arylfluorid (rot markiert). Ar:
Aryl, L6Mi: Lésungsmittel, A-: Anion.%

Die Synthese des Triazen-Derivates wurde dabei ausgehend von Nitro-DOG1 (27) in
zwei Schritten durchgefuhrt. Zuerst wurde dabei die Nitro-Verbindung 27 durch
Zinn(ll)-chlorid zum Amin 28 reduziert (Abb. 47). Die maRige Ausbeute von 51%
wurde durch die geringe Loslichkeit von 27 hervorgerufen, die nicht nur eine
zuverlassige Reaktionskontrolle, sondern auch die Aufreinigung erschwerte. Die
Entfernung der Zinnverbindungen fand durch Ausfillen statt, wodurch vermutlich
auch das Produkt mitgefallt wurde, welches auch nach mehrmaligem Waschen des
Niederschlages nicht vollstandig zurlickgewonnen werden konnte. Eine Reduktion
durch Wasserstoffgas unter Palladium-Katalyse ware aufgrund der Benzylgruppe
nicht moglich gewesen, da diese dabei abgespalten worden ware.

Y@ / Y@ /
(0] O
O, o]
O,N HoN
(EtOAc)
\ S Z 60 °C \ S

27 28
Nitro-DOG1 51%

Abb. 47: Reduktion von Nitro-DOG1 (27) zum Amin 28 durch Zinn(ll)-chlorid.

Im nachsten Schritt wurde das Amin 28 in einer Eintopf-Reaktion zum Triazen 29
umgesetzt. Dabei fand zuerst im Sauren die Diazotierung statt, anschliefend wurde
diese saure Reaktionslosung langsam zu einer basischen Lésung aus Piperidin und
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Kaliumcarbonat gegeben. Dadurch konnte die Addition von Piperidin schneller
erfolgen als die Substitution des Diazoniumions durch Hydroxidionen. Des Weiteren
wurde so die saurelabile Triazengruppe vor der Zersetzung geschiitzt. Nach saulen-
chromatographischer Aufreinigung wurde das Produkt in einer guten Ausbeute von
59% bei einer Reinheit von Gber 98% erhalten.
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Abb. 48: Zweistufige Eintopfreaktion: Diazotierung des Amins 28 und anschliefende Addition von
Piperidin zu Triazen-DOG1 (29).

3.1.2.4 BPin-DOG1

Als dritte Moglichkeit eines vielversprechenden Vorlauferse wurde ein Borsaure-
Pinakolester-Derivat von Ea: gebildet. Diese Gruppe stellt keine klassische
Abgangsgruppe an sich dar, da Organo-Borsaure-Verbindungen unter vielen
Reaktionsbedingungen eine hohe Stabilitat aufweisen. Unter Einsatz von Palladium-
oder Kupfer-Katalysatoren erschliefen sich jedoch mit diesen Organo-Borsaure-
Verbindungen vielfaltige Moglichkeiten in der chemischen Synthese. Die
bekannteste Reaktion dieser Art stellt wohl die Suzuki-Kupplung dar, die 2010 mit
dem Nobelpreis flir Chemie ausgezeichnet wurde. Da die Borsaure-Gruppe
Ubergangsmetall-katalysiert auch durch Fluorid ausgetauscht werden kann, wurde
dieser Vorlaufer-Ansatz zur Radiosynthese von ['8F]Fluor-DOG1 ebenfalls evaluiert
(Abb. 49).

Oxidations- CU“(OTf)Z F
mittel/'
1. .
RLX F cul(oT) oTf
. S R
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Eliminierung Addition BR
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||’Rl R R , Trans-
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Oxidation lierun
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Abb. 49: Links: Vereinfachter Mechanismus der Suzuki-Kupplung. Durch oxidative Addition von R-X
an den Pd%Komplex wird die Pd"-Spezies gebildet, welche mit der Organo-Borsiure-
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Verbindung eine Transmetallierung eingeht. Aus dem entstandenen Pd"-Komplex bildet
sich das Produkt R!-R? durch reduktive Eliminierung und der Pd°-Komplex. R, R?: Aryl,
Vinyl, Alkyl; X: Halogenid, Triflat; L: Ligand.®? Rechts: Vermuteter Mechanismus der Kupfer-

katalysierten Fluorierung von Organo-Bor-Verbindungen: Durch eine Disproportionier-

ungsreaktion von Cu"(OTf): entsteht die hochreaktive Cu"-Spezies, die das Arylfluorid

durch reduktive Eliminierung bildet.*3

Bei der Synthese des BPin-Precursors sollte dieselbe Synthesestrategie wie bei den
anderen Derivaten angewendet werden. Dazu wurde zuerst aus 4-Acetyl-
phenylboronsdurepinakolester durch Umsetzung mit N-Bromsuccinimid (NBS) die
entsprechende a-Bromketon-Verbindung 30 hergestellt, welche fir die Thiazol-
Synthese bendtigt wurde (Abb. 50). Als einziges Nebenprodukt wurde das zweifach
bromierte Analogon gebildet, welches allerdings unbedingt entfernt werden
musste, da es die gleiche Reaktivitat wie 30 in den nachsten Schritten aufgewiesen
hatte. Die dadurch entstehenden Nebenprodukte waren nur schwer entfernbar,
weswegen schon in diesem Reaktionsschritt auf eine moglichst hohe Reinheit
geachtet werden musste. Nach sdulenchromatischer Aufreinigung wurde zwar eine
hohe Ausbeute bei einer Reinheit von unter 90% erreicht, allerdings konnte durch
anschlieffende Umkristallisation eine Reinheit von etwa 95% bei einer Ausbeute von
67% erzielt werden.
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Abb. 50: Synthese des a-Bromketons 30 aus 4-Acetylphenylboronsdurepinakolester und NBS.

Die Hantzsche-Thiazol-Synthese aus 30 und N-Benzylthioharnstoff musste aufgrund
der Reaktivitat des Pinakolesters angepasst werden, da beim Erhitzen mit Ethanol
eine Umesterung stattfinden konnte. Als Losungsmittel wurde Acetonitril aufgrund
der Loslichkeit der Edukte und des ausreichend hohen Siedepunktes gewahlt. Da im
Gegensatz zu den anderen 2-Aminothiazol-Derivaten 22, 24 und 26 hier
Nebenprodukte entstanden, musste mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt
werden. Die Ausbeute wurde dadurch leicht gesenkt auf 79% (Abb. 51).
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Abb. 51: Hantzsche-Thiazol-Synthese des 2-Aminothiazols 31.
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Im letzten Schritt wurde die Amidbindung durch Reaktion des sekunddaren Amins 31
mit 3,4,5-Trimethoxybenzoesaurechlorid gebildet (Abb. 52). Nach Aufreinigung
mittels Extraktion und Saulenchromatographie konnte das Produkt in einer sehr
guten Ausbeute von 70% bei einer Reinheit von >99% erhalten werden Somit liel8
sich der BPin-Precursor in einer moderaten Ausbeute von 37% Ulber 3 Stufen
synthetisieren. Erwahnenswert ist hierbei, dass der Borsdurester in wadassriger
Losung im Gleichgewicht mit dem entsprechenden Boronat-Komplex stand und
dadurch im HPLC-Chromatogramm zwei Peaks sichtbar waren. Zum einen konnte
allerdings durch MALDI-MS nachgewiesen werden, dass beide Peaks nach
Lyophilisation die gleiche Masse besallen, zum anderen konnte durch Veranderung
des pH-Wertes das Gleichgewicht reversibel verschoben werden. Somit konnte
davon ausgegangen werden, dass dieses literaturbekannte Gleichgewicht vorliegt
und es sich nicht um ein Zersetzungs- oder Umlagerungsprodukt handelte.®*
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Abb. 52: Reaktion des sekundidren Amins 31 mit 3,4,5-Trimethoxybenzoesdurechlorid zum
Precursor BPin-DOG1 (32).
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3.2 Radiosynthesen

3.2.1 [18F]Fluornorimatinib

Die Radiosynthese von [*F]Fluor-Norimatinib ([*F]FNI) sollte als zweistufige
Eintopf-Reaktion stattfinden, bei der zuerst [*8F]Fluorid inkorporiert und dann die
Schutzgruppe am Piperazin-Ring entfernt wird. AnschlieBend sollte das
Reaktionsgemisch mittels semipraparativer HPLC aufgereinigt werden und zur in
vivo-Anwendung entsprechend pharmazeutisch formuliert werden (Abb. 53).
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Abb. 53: Darstellung der zweistufigen Radiosynthese von [*®F]Fluor-Norimatinib  ([*%F]9).
Radiofluorierung des Nitropyridin-Precursors 7 unter Verwendung von [*8F]KF/K222, gefolgt
von der sauren Entschiitzung zur Entfernung der Boc-Schutzgruppe und abschlieRender
Aufreinigung mittels semipraparativer HPLC.

Die Radiosynthese von 2-['8F]Fluorpyridinen mittels nukleophiler Substitution durch
[*8F]KF/K222 wurde von Dolci systematisch untersucht 8 und lieferte wichtige
Anhaltspunkte fur die Radiomarkierung von ['8F]FNI. Wie bereits in Kapitel 3.1.1
erwahnt, fiel die Wahl auf eine Nitro-Abgangsgruppe aufgrund der hohen
[*8F]Fluorid-Inkorporationsraten bei vergleichsweise einfacher Synthese des
Precursors. Dolci et al. evaluierten hierzu folgende Parameter fiir die Radio-
fluorierung: Temperatur, Reaktionszeit, eingesetzte Stoffmenge des Precursors und
Losungsmittel. Die hochsten ['8F]Fluorid-Inkorporationsraten von 81-92% lieRen
sich demnach ab 150 °C innerhalb von 10-20 Minuten erreichen, wenn DMSO oder
Sulfolan als Losungsmittel eingesetzt wurden und eine ausreichend hohe Menge an
Precursor (mindestens 7.3 umol) verwendet wurde (Abb. 54).
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Abb. 54: Zusammenfassung der Untersuchungen zur Radiomarkierung von 2-[*®F]Fluorpyridin
ausgehend von 2-Nitropyridin von Dolci et al.® Reaktionsbedingungen: links: LM: DMSO
(600 pL), n = 40.3 pmol. Mitte: LM: DMSO (600 pL), T =180 °C, 10 min. Rechts: T = 150 °C,
n =40.3 umol, 10 min, V = 600 pL.

Diese Ergebnisse dienten als Startpunkt zur Radiomarkierung von 7 und konnten
auch hier sehr gute [*8F]Fluorid-Inkorporationsausbeuten liefern. Bei Verwendung
von 400-1200 MBq [*®F]Fluorid als Startaktivitat konnten mit 8.0 umol Precursor (£
5 mg) in DMSO (500 pL) nach 10 Minuten bei 150 °C *®F-Inkorporationen von bis zu
90% erzielt werden, wobei im Mittel 82.8 + 3.6% (n = 21) erreicht wurden. Dabei
zeigte sich neben einer geringen Menge an freiem [*8F]Fluorid (6.4 + 2.6%) ebenfalls
die Bildung eines Nebenproduktes (Abb. 55). Dieses konnte zwar nicht eindeutig
identifiziert werden, allerdings wurde angenommen, dass es sich um ein
Oxidationsprodukt handeln kénnte, da DMSO unter diesen Reaktionsbedingungen
als Oxidationsmittel agieren kénnte. Ein Wechsel des Lésungsmittels auf DMF hatte
diese Nebenreaktion vermutlich verhindert, allerdings ware laut Dolci die Ausbeute
auf etwa 70% gesunken, weshalb DMSO trotz der Nebenreaktion als sinnvollere
Variante angesehen wurde.
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Abb. 55: Radiofluorierung des Nitropyridin-Precursors unter folgenden Bedingungen: 7 (8.0 umol),
[8F]KF/K222 (400-1200 MBq), DMSO (500 uL), 150 °C, 10 min. Im Radio-HPLC-
Chromatogramm ist neben dem Produkt auch freies [*®F]Fluorid und Nebenprodukt (NP)
sichtbar (Gradient: 0-65% MeCN + 0.1% TFA, 5 min).
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Um die Reaktionsflihrung eventuell zu vereinfachen, wurde die Notwendigkeit der
Boc-Schutzgruppe am Piperazin-Ring untersucht. Dazu wurde der Nitropyridin-
Precursor vor der Reaktion entschiitzt und unter den ansonsten gleichen
Bedingungen eingesetzt. Dabei konnte allerdings selbst nach 35 Minuten keine
[*8F]Fluorid-Inkorporation beobachtet werden, was vermutlich am ungeschitzten
Amin lag. Dieses ist in der Lage mit ['®F]Fluorid Uber Wasserstoffbriicken zu
wechselwirken und die Reaktivitdt des Fluorids herabzusetzen, sodass keine
nukleophile Substitution mehr mdglich ist.®> Somit musste weiterhin eine
zweistufige Radiosynthese verfolgt werden.
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Abb. 56: Radiofluorierung des vorher entschitzten Nitropyridin-Precursors. 7* (8.0 umol),
[*8F]KF/K222 (450-500 MBqg), DMSO (500 plL), 150 °C, 10 min. Im Radio-HPLC-
Chromatogramm ist nur freies [*8F]Fluorid sichtbar (Gradient: 0-65% MeCN + 0.1% TFA,
5 min).

Ein weiterer Aspekt der Optimierung war die verwendete Menge an Precursor. Die
Mindeststoffmenge fiir eine hohe Ausbeute stellte laut Dolci 7.3 pumol dar, weshalb
die Verwendung von 8.0 umol bereits die untere Grenze darstellen sollte. Dennoch
wurde untersucht, ob die Radiomarkierung auch mit weniger Precursor funk-
tionierte. Wurden 4.0 umol in 500 puL DMSO verwendet, konnte nach 10 Minuten
bei 150 °C eine [*¥F]Fluorid-Inkorporation von 76% erzielt werden, in 300 uL DMSO
nur mehr 57%. Der Einsatz von 1.6 umol in 300 pL DMSO zeigte hingegen nur 22%
Inkorporation nach 10 Minuten. Diese Ergebnisse lagen in Ubereinkunft mit den von
Dolci et al. publizierten Daten, allerdings konnte zusatzlich eine Zeitabhangigkeit
beobachtet werden. Wurde 2.5 Minuten nach Reaktionsbeginn die ['®F]Fluorid-
Inkorporation bestimmt, zeigte sich bei allen Stoffmengen (1.6-8.0 umol) eine
Ausbeute von 76-83%, die jedoch wieder abnahm in Abhdngigkeit von der
eingesetzten Stoffmenge (1.6-4.0 umol). Die Substitution des Fluorids blieb lediglich
bei Verwendung von 8.0 umol aus und flihrte zu einer konstanten Inkorporation
(Abb. 57). Dieser Effekt wurde bereits von Kiigler et al. bei der Radiofluorierung von
2-Chlorpyridinen beschrieben. Hier wurde vermutet, dass die C-F-Bindung durch das
Pyridin und weitere aktivierende Gruppen (bei Kiigler Aldehyde) derart polarisiert
ist, dass eine Substutition durch schwache Nukleophile, wie Halogenide, moglich
sei.’® Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese ['®F]Fluorid-Exkorporation nicht
weitergehend untersucht, da Reaktionsbedingungen gefunden wurden, die eine
stabile ['8F]Fluorid-Inkorporation erméglichten. Diese war fur die Entschitzung und
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die weitere Verwendung zwingend notwendig, um eine moglichst hohe Gesamt-
ausbeute zu erhalten.

100
x ]
c 80 4
2 1
=
d ]
[=]
g' 60 ] —8—8.0 umol, 500 pL
-
£ a0 1 == 4.0 pmol, 500 pL
]
§ ] = =4==4.0 umol, 300 uL
= 20 - —<—-1.6umol, 300 L
.

4] 5 10 15
Reaktionszeit[min]

Abb. 57: Zeit-, Volumens- und Stoffmengen-Abhangigkeit der Radiofluorierung von 7. Reaktions-
bedingungen: 7 (1.6-8.0 umol), [*¥F]KF/K222, DMSO (300-500 L), 150 °C, n = 1-5.

Die Entfernung von Boc-Schutzgruppen erfolgt im Allgemeinen durch starke Sduren,
wie beispielsweise Salzsdure oder Trifluoressigsaure (TFA).”” Da letztere in der
Festphasen-Peptidsynthese standardmaRig zur Entschitzung eingesetzt wird und im
Vakuum einfach entfernt werden kann, wurde nach der Radiofluorierung TFA zu
einem Aliquot der Reaktionslosung gegeben. Entgegen der Erwartung fand bei
Raumtemperatur allerdings keine Entschiitzung zum Produkt statt. Schrittweises
Erhitzen auf 80 °C flihrte ebenfalls nicht zur Entschiitzung, sondern erzeugte
lediglich unerwiinschte Nebenprodukte (Abb. 58). AnschlieBend wurde die
Verwendung von Salzsdure zur Entschitzung evaluiert. Dazu wurden verschiedene
Saure-Konzentrationen und Reaktionstemperaturen untersucht, wobei die
effizienteste Entschiitzung bei Zugabe von 2 M Salzsdure zu einem Aliquot der
Reaktionslosung bei 80 °C stattfand. Allerdings konnte so nur eine unzureichende
Ausbeute von 20% nach 30 Minuten Reaktionszeit erzielt werden, da einerseits
durch Hydrolyse [*®F]Fluorid freigesetzt wurde und andererseits ein Nebenprodukt
gebildet wurde (Abb. 58). Aufgrund der harschen Reaktionsbedingungen wurde
angenommen, dass dieses Nebenprodukt durch Oxidation entstanden war,
weswegen der Salzsdure-Losung Ascorbinsdure als Anti-Oxidanz zugesetzt wurde.
Dies unterdriickte die Bildung des Nebenproduktes fast vollstiandig und
beschleunigte gleichzeitig die Entschitzung, sodass sich die Ausbeute des
gewtlinschten Produktes [*®F]9 mehr als verdreifachte auf 68% (Abb. 58). Um das
zweite Problem der Entschitzung — die Hydrolyse von [*8F]Fluorid — zu adressieren,
wurde Salzsdure in Dioxan anstelle von wassriger Salzsdure verwendet. Diese zeigte
allerdings keine reduzierte Hydrolyse, sondern nur eine deutlich verlangsamte
Entschiitzung, sodass selbst durch hoéhere Konzentrationen und Ascorbinsdure-
Zugabe nur eine Ausbeute von maximal 30% erreicht werden konnte. Diese
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Vorevaluierungen an Aliquots der Reaktionslésung wurden anschlieBend auf den
gesamten Reaktionsansatz Ubertragen und optimiert. Neben der Anpassung der
Stoffmengen und Volumina wurde vor allem darauf geachtet, die Reaktionszeit von
30 Minuten zu verkiirzen, um eine effizientere Radiosynthese zu ermoglichen.

Trifluoressigsaure Salzsdure (2 m) Salzsdure (2 m) + Ascorbinsaure

150619 RADIWPKERUNGWPA 103 58 modied by mpt 1] Redo | 1306182 RADNAKERINGAPA DS 5 mosfedhy 34 Redo

[*=F18
(70%)

[*=F18
(32%) ) \_.

Abb. 58: Vergleich der verschiedenen Methoden zur Entschiitzung. Links: Trifluoressigsdure bei
80 °C flr 25 min. Mitte: Salzsaure (2 M) bei 80 °C fiir 30 min. Rechts: Salzsdure (2 M) mit
Ascorbinsadure (10 mg/mL) bei 80 °C fiir 30 min. Gradient: 0-65% MeCN + 0.1% TFA, 5 min.
NP: Nebenprodukt.

Hochskaliert auf die Entschiitzung des kompletten Ansatzes mussten somit 200 uL
einer Losung aus 2 M Salzsdure mit Ascorbinsdure (10 mg/mL) zur Reaktionslésung
gegeben und bei 85 °C erhitzt werden. Nach 12 Minuten Reaktionszeit konnte das
entschiitzte Produkt [*8F]9 so in einer analytischen Ausbeute von 47.4 + 7.6% (n =
18) erhalten werden. Allerdings erhdhte sich in den groReren Ansatzen die Hydro-
lyse, sodass 45.1 + 9.1% (n = 18) [*¥F]Fluorid freigesetzt wurde (Abb. 59). Eine
Reduktion der Reaktionszeit konnte zwar die Hydrolyse senken, jedoch fand dann
keine vollstandige Entschitzung mehr statt. Da der Ausbeute-Verlust durch die
Hydrolyse geringer war, als durch die unvollstindige Entschitzung, wurde die
Reaktionszeit bei 12 Minuten belassen.
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Abb. 59: Entschiitzung von [*®F]8 zum Radiotracer [*3F]Fluor-Norimatinib ([*®F]9) mit Salzsiure
(2 M) und Ascorbinsdure (10 mg/mL). Im Radio-HPLC-Chromatogramm ist neben dem
entschiitzten Produkt, auch freies [*®F]Fluorid und Nebenprodukt sichtbar (Gradient: O-
65% MeCN + 0.1% TFA, 5 min).

68



Ergebnisse und Diskussion

Den letzten Schritt der Radiosynthese stellte die Aufreinigung mittels
semipraparativer HPLC dar. Dazu wurde die Reaktionslosung nach Entschiitzung auf
Raumtemperatur gekihlt und anschliefend in die HPLC injiziert. Dabei stellte
allerdings der hohe Anteil an DMSO ein Problem dar, da hierdurch keine Trennung
auf der Saule stattfand und das Reaktionsgemisch unaufgereinigt eluiert wurde. Um
die Parameter fir die Aufreinigung zu evaluieren, wurde zundchst nur ein Teil des
gesamten Ansatzes verwendet. Dadurch konnte zwar die Aufreinigung erfolgreich
bewidltigt werden, allerdings hatte mit diesem Verfahren eine unpraktikable
schrittweise Aufreinigung des gesamten Ansatzes erfolgen missen fiir die spatere
Verwendung des Radiotracers fir in vivo-Experimente. Um den Anteil an DMSO zu
senken und somit den gesamten Ansatz auf einmal aufzureinigen, musste die
Reaktionslosung verdinnt werden. Dabei mussten zwei limitierende Faktoren
beachtet werden: das maximal mogliche Volumen war nicht nur durch den
Injektionsloop der HPLC, sondern vor allem durch die GroRe der Sdule und den
Laufmittel-Fluss (4 mL/min) beschrankt. Das Reaktionsvolumen lie sich somit nicht
unbegrenzt erhdhen, da ansonsten keine ausreichende Trennung stattfinden hatte
konnen. Ein weiterer Faktor war die Loslichkeit des Reaktionsgemisches, da durch
das Verdiinnen kein Niederschlag erzeugt werden durfte. Aufgrund dieser Punkte
wurde das Reaktionsgemisch zunéchst mit Acetonitril/Wasser (1:1), spater mit dem
bisherigen Laufmittel der HPLC (MeCN/H,0 = 23:79 + 0.1% TFA) auf ein maximales
Volumen von 2 mL verdiinnt. Dadurch konnte zwar die Trennleistung gesteigert
werden, allerdings konnte nicht der gesamte Reaktionsansatz in einem Lauf
aufgereinigt werden. Um dieses Problem zu umgehen, wurde das Reaktionsgemisch
nur mit Wasser verdiinnt, wobei auf eine vollstandige Vermischung geachtet
werden musste, um eine erfolgreiche Trennung der Komponenten mittels HPLC zu
erreichen. Eine weitere Optimierung bestand in der Wahl eines polareren
Laufmittels (MeCN/H,0 = 18:82 + 0.1% TFA), wodurch sich zwar die Retentionszeit
auf 13-16 Minuten verlangerte, allerdings eine héhere Reinheit und molare Aktivitat
durch die verbesserte Trennung ermoglicht wurde. Zu entfernende Nebenprodukte
bestanden unter anderem aus dem nicht markierten, aber entschiitztem
Nitropyridin-Precursor 7* und dessen Oxidations- sowie Zersetzungsprodukten
(Abb. 60).
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Abb. 60: Links: UV-Chromatogramm (254 nm) nach der Entschiitzung (vor der Aufreinigung) mit rot
markiertem Produkt-Peak (Analytische HPLC, Gradient: 0-65% MeCN + 0.1% TFA, 5 min).
Rechts: Chromatogramm der Aufreinigung (Semipraparative HPLC, 18% MeCN + 0.1% TFA,
30 min).

AnschlieBend wurde das gesammelte HPLC-Eluat mit Wasser verdiinnt (Anteil an
Acetonitril < 13%) und auf eine C18-Kartusche geladen, um das Produkt [*¥F]9 von
organischen Losungsmitteln (Acetonitril, DMSO) und eventuell vorhandenem freien
[*8F]Fluorid zu befreien. Die Elution von der C18-Kartusche erfolgte mit einem
Ethanol-Wasser-Gemisch, da Ethanol im Gegensatz zu Acetonitril physiologisch
geringere toxische Eigenschaften aufweist und somit zu hoherem Mal}
physiologisch vertraglich ist. Um den Radiotracer ['8F]9 moglichst konzentriert zu
erhalten, wurde eine fraktionierte Elution mit verschiedenen Ethanol-Anteilen
evaluiert. Dabei zeigte sich allerdings eine fast gleichmalige Verteilung des
Radiotracers liber alle Fraktionen, sodass durch Elution mit Ethanol (80%) nur etwa
70% des Radiotracers in 1 mL Volumen wiedergewonnen werden konnten. Diese
Losung hatte fiur invivo-Versuch noch auf 8 mL mit isotoner Kochsalzlosung
verdiinnt werden miissen, da der maximal tolerierte Ethanol-Gehalt fiir intravendse
Injektionen 10% betragen sollte. Zur Injektion des Radiotracers in Mause fir
PET/CT-Messungen wird jedoch eine hohere Volumensaktivitat benétigt, als durch
diese Verdiinnung erhalten werden kann, sodass die Elutionsmethode modifiziert
werden musste. Um die Retention auf der C18-Kartusche zu senken und somit eine
scharfere Elution zu erhalten, wurde dem Elutionsmittel eine Saure zugesetzt. Diese
sollte den Piperazin-Ring von [*3F]FNI protonieren und somit die Retention senken.
Um das Eluat auch fir in vivo-Versuche benutzen zu kdnnen, wurde Ascorbinsaure
gewadhlt, da diese nicht toxisch ist und zusatzlich als Radikalfanger in der
Formulierung den Radiotracer stabilisieren kénnte. Somit konnte durch Zusatz von
Ascorbinsdure (0.125 mg/mL) zu Ethanol (50%) der Radiotracer fast vollstandig (ca.
85%) von der C18-Kartusche eluiert werden in einem Volumen von 0.5 mL. Fir
in vivo-Versuche wurde abschlieBend mit Natriumphosphat-Puffer (1 mM, pH 7.4)
auf einen pH-Wert von 7.0-7.4 neutralisiert und mit isotoner Kochsalzlosung auf ein
Volumen von 2.5 mL verdiinnt. Die radiochemische Ausbeute lag dabei nach etwa
95 Minuten Synthesedauer bei 19.6 + 2.5% (d.c., n = 7) bei einer radiochemischen
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Reinheit von Gber 99% und einer molaren Aktivitat von 2.9 + 1.2 GBg/umol (n = 4).
Somit wurden etwa 130 MBq an Produkt erhalten, was einer Volumensaktivitdt von
52 MBg/mL entspricht. Da dieser Wert fir die PET/CT-Messungen immer noch zu
niedrig war, sollte die Radiosynthese mit groReren Aktivitatsmengen gestartet
werden, um auf mindestens 100 MBg/mL zu kommen.

Beim Hochskalieren der Radiosynthese auf 3.8 GBq Startaktivitat sank jedoch
unerwarteterweise die radiochemische Ausbeute auf etwa 12%, weswegen die
Reaktionsbedingungen leicht angepasst werden mussten. So wurde die
Reaktionszeit der Radiofluorierung von 10 Minuten auf 8 Minuten verkiirzt, was
eine ['®F]Fluorid-Inkorporation von 83.1 + 1.7% (n = 15) ermdglichte. Ebenfalls
zeigte eine kiirzere Entschiitzung positive Effekte bezliglich der Ausbeute, da bereits
nach 10 Minuten kein geschiitztes Intermediat mehr vorlag und die Hydrolyse des
[*8F]Fluorids gesenkt werden konnte, sodass das entschiitzte Produkt vor der
Aufreinigung in einer analytischen Ausbeute von 58.2 + 4.7% (n = 15) vorlag. Als
Laufmittel fur die HPLC-Aufreinigung wurde Acetonitril/Wasser = 17:83 + 0.1% TFA
verwendet, wobei das Produkt bei 17-21 Minuten eluierte. Unter diesen leicht
angepassten Bedingungen wurde nach 90 Minuten Synthesedauer das Produkt
[*8F]Fluor-Norimatinib in einer radiochemischen Ausbeute von 22.2 + 3.3% (d.c., n =
15) mit einer molaren Aktivitat von 3.1 + 1.7 GBg/umol (n = 15) erhalten (Abb. 61).
Dabei lagen nach der Synthese etwa 490 MBq an Produkt vor, was einer fir die
PET/CT-Messungen geeigneten Volumensaktivitat von 196 MBqg/mL entspricht.
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Abb. 61: Fiir groBere Startaktivititen optimierte Radiosynthese von [*¥F]Fluor-Norimatinib. In
Klammern sind die analytisch bestimmten radiochemischen Ausbeuten angegeben. RCY:
radiochemische Ausbeute (radiochemical yield).

Die erhaltenen vergleichsweise niedrigen molaren Aktivitaten kénnten mehrere
Grinde haben. Eine mogliche Ursache fiir die geringe molare Aktivitat ware eine
Verunreinigung des Produktes mit nicht-aktiven [*°F]Fluor-Norimatinib. Die einzige
[*°F]Fluor-Quelle in der Synthese stellt Trifluoressigsdure als Laufmittelzusatz
wahrend der semiprdparativen Aufreinigung dar, jedoch ist ein solcher Isotopen-
Austausch unter diesen Bedingungen hochst unwahrscheinlich, da auch zahlreiche
andere Radiofluorierungen Triflate verwenden und dennoch hohe molare
Aktivitaiten vorweisen kénnen.”® Andererseits wurden unter den harschen
Reaktionsbedingungen diverse Nebenprodukte gebildet, die moglicherweise
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teilweise nicht mittels HPLC-Aufreinigung vom Produkt abgetrennt werden konnten.
Da die Stoffmenge des Vorlaufers und damit der Nebenprodukte ein Vielfaches der
Stoffmenge des eingesetzten [*®F]Fluorids entsprachen, wurde die Isolation des
gewiinschten Produktes erschwert. Ein mogliches Nebenprodukt stellt Hydroxy-
Norimatinib dar, das durch saure Hydrolyse wihrend der Entschitzung von [8F]8
entstehen koénnte. Dieses Nebenprodukt entsteht zusatzlich als Zerfallsprodukt und
konnte bei den Stabilitatsuntersuchungen unter den verwendeten Bedingungen der
HPLC-Analytik nicht von [*8F]9 unterschieden werden, da beide ein vergleichbares
Retentionsverhalten aufwiesen. Da die semipraparative Aufreinigung nach der
Entschiitzung ebenfalls in saurem Milieu stattfand, ist nicht auszuschlieBen, dass
wahrend der Aufreinigung ebenfalls ['8F]9 hydrolysiert wurde und somit eine
Mischung aus dem gewiinschten Produkt und Hydroxy-Norimatinib erhalten wurde.
Ein Wechsel des Elutionsmittels auf ein weniger saures LOosungsmittel-Gemisch
wurde allerdings aufgrund des vorliegenden Trennproblems nicht fir sinnvoll
erachtet, um die Trennscharfe nicht weiter zu reduzieren. Um die molare Aktivitat
dennoch zu erhdhen, bietet es sich an, in weiteren Untersuchungen verschiedene
Saulenmaterialien und Elutionsmittel-Gemische zu evaluieren. Dabei sollte auf eine
gute Abtrennung von fluorierten Aromaten bei moglichst neutralen Eluenten
geachtet werden.

3.2.2 [8F]DOG1

Die Radiosynthese von ['®F]Fluor-DOG1 sollte als einstufige Radiofluorierungs-
Reaktion mit anschlieRender Aufreinigung mittels semipraparativer HPLC durch-
gefiihrt werden. Dabei musste auf Grund des fir nukleophile Substitutionen
unglnstigten Systems auf besonders reaktive Vorlaufer-Molekile zurlickgegriffen
werden, die eine kurze Reaktionszeit mit hohen Ausbeuten versprechen. Dazu
wurden drei verschiedene Ansédtze gewahlt: die Nitrogruppe, die Triazengruppe und
ein Borsaureester. Dabei stellt die Nitrogruppe in dieser Reihe die unreaktivste
Abgangsgruppe dar, die allerdings auch unter einfachen Reaktionsbedingungen
handhabbar ist. Die Triazengruppe hingegen stellt eine Quelle zur in situ-
Generierung eines Diazoniumions dar, das eine sehr hohe Reaktivitat aufweist und
daher zur Bildung zahlreicher Nebenprodukte neigt, falls die Reaktionsbedingungen
nicht optimiert werden. Der Borsaureester sticht aus dieser Reihe heraus, da er an
sich keine hohe Reaktivitit besitzt, allerdings durch Ubergangsmetall-Katalyse
vielfaltige Reaktionsmoglichkeiten besitzt.

3.2.2.1 Nitro-DOG1

Die Nitro-Abgangsgruppe stellt in der aromatischen nukleophilen Substitution eine
haufig verwendete Methode dar und wurde auch hier verwendet. Dabei musste die
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Radiofluorierung (Abb. 62) aufgrund des elektronenreichen Systems unter moéglichst
hohen Temperaturen stattfinden, weswegen als Losungsmittel zundchst DMSO
gewadhlt wurde. Dieses ermdglichte zudem eine ausreichend hohe Konzentration
des schlecht |6slichen Precursors Nitro-DOG1 (27) von 16 mM.
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Abb. 62: Schematische Darstellung der geplanten Radiomarkierung von Nitro-DOG1 (27) zu

[*8F]Fluor-DOG1 (['8F]25).

Allerdings zeigte sich bei der Radiomarkierung bei 120-140 °C in DMSO bzw. DMF
keine Produktbildung, da sich der Precursor innerhalb weniger Minuten zersetzte
(Abb. 63). Daraufhin wurde die Stabilitat von Nitro-DOG1 in Abhangigkeit von
Losungsmittel, Basenzusatz und Temperatur untersucht. Dabei zeigte der Precursor
27 in allen Losungsmitteln bis 140 °C eine hohe Stabilitdt von iber 98%, wenn keine
Base zugesetzt wurde. Die Verwendung von Kaliumcarbonat hingegen flihrte dazu,
dass selbst bei niedrigen Temperaturen von 80 °C innerhalb weniger Minuten kaum
noch intakter Precursor vorlag. Als mildere Alternative zu Kaliumcarbonat wurde
Kaliumoxalat evaluiert. Diese flihrte zwar auch zur teilweisen Zersetzung des
Precursors, lieferte aber auch bei hohen Temperaturen noch liber 60% intakten
Precursor (Tab. 2).
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Abb. 63: Chromatogramm der Radiomarkierung von Nitro-DOG1 (27).
Zersetzung (>95%) des Precursors wurden nur radioaktive Nebenprodukte und freies
[*8F]Fluorid detektiert. Schwarz: Signal des Aktivitdtsdetektors, griin: UV-Signal (254 nm),
orange: UV-Signal (254 nm) des Precursors und des Fluor-Standards 25. Bedingungen: 27
(8 umol), DMSO (500 pL), [*8F]KF/K222, K2CO3 (12.5 umol), 120 °C, 20 min.

Durch fast vollsténdige
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Tab. 2:  Evaluierung der Stabilitdt von Nitro-DOG1 (27) in Abhangigkeit von Losungsmittel, Base
und Temperatur. Bedingungen: 27 (4 umol), K222 (6.25 mg), Base (6.25 pmol), LM (250 puL),
20 min. *) 10 min.

DMSO DMF MeCN
L . Kz, | Koz, . Kazz, | Koz, . Kazz, | Koz,
K2€CO3 | K2C204 K2€CO3 | K2C204 K2€COs | K2C204
80°C | >98%* 14%* | >98%* >98% 7% 93%
100°C | >98% 10% 91% >98% 6% 78% >98% 2% 86%
120°C | >98% 4% 82% >98% <1% 84% >98% <1% 74%
140°C | >98% <1% 63% >98% <1% 76% >98% <1% 61%

Die Radiomarkierung wurde vor diesen Ergebnissen zunachst in DMF, sowohl mit
Kaliumcarbonat, als auch mit Kaliumoxalat durchgefiihrt. Des Weiteren wurden
noch Acetonitril und ein Acetonitril-tert-Butanol-Gemisch — jeweils wieder mit
beiden Basen — verwendet, jedoch konnte unter keiner dieser Bedingungen eine
Radiomarkierung erfolgreich absolviert werden (Tab. 3). Der Grund hierfiir lag
vermutlich daran, dass die fiir die nukleophile Substitution notwendigen hohen
Temperaturen nicht erreicht werden konnten, bevor sich der Nitro-Precursor
zersetzte. Eines dieser Zersetzungsprodukte stellte 26 dar, das durch Freisetzung
des Trimethoxybenzoesaure-Fragmentes unter Spaltung der Amidbindung gebildet
wurde. Da diese harschen Bedingungen nicht fir das zu markierende Molekiil
geeignet waren (Abb. 64), wurde die Markierungsstrategie geandert, sodass nun auf
die reaktivere Triazen-Abgangsgruppe zuriickgegriffen wurde.

Tab.3:  Untersuchte Markierungsbedingungen von Nitro-DOG1 (27). LM: Losungsmittel.

Precursor Volumen LM
L B 12. 4
Menge [umol] M [uL] ase (12.5 pmol) Temperatur [°C]
120
Kaliumcarbonat
140
8 500
DMSO 150
Kaliumoxalat 180
16 1000 150-180
120
Kaliumcarbonat
8 DMF 500 140
Kaliumoxalat 150
8 MeCN 500 Kaliumoxalat 110
Kaliumcarbonat 110
't
8 MeCN{ BuOH 500 110
(2:1) Kaliumoxalat
130
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Abb. 64: Radiosynthese von [*®F]Fluor-DOG1 ([*®F]25) ausgehend vom Nitro-Precursor 27. LM:

DMSO, DMF, MeCN, MeCN:'BuOH (2:1).

3.2.2.2 Triazen-DOG1

Als hochreaktive Abgangsgruppe ist das Diazoniumion zwar fir die nukleophile
Substitution duRerst geeignet, allerdings ist dieses nur bedingt handhabbar, da die
Zersetzung unter Stickstoff-Abspaltung bei den meisten Verbindungen bereits bei
Raumtemperatur rasch eintritt. Allerdings kdnnen Diazoniumionen in situ aus
Triazenen generiert werden und so direkt mit einem Nukleophil umgesetzt werden.
Diese als Wallach-Reaktion bekannte Strategie findet auch in der Radiochemie
Anwendung bei deaktivierten Systemen, die die hohe Reaktivitdt des Diazoniumions
benétigen.89°0°%,100 Dabej wird der Triazen-Precursor zunéchst unter sauren Beding-
ungen wie bereits in Abb. 45 gezeigt, durch Abspaltung von Piperidin in das entspre-
chende Diazoniumion umgewandelt, das eine exzellente Abgangsgruppe darstellt.
Bei Radiosynthesen mit Diazoniumionen muss allerdings darauf geachtet werden,
nicht Kryptofix zu verwenden, da dieses mit dem Diazoniumion einen Komplex
bildet und somit die Reaktivitit stark herabsetzt.19%101 Als alternativer Kryptand
bietet sich hier der kleinere Kronenether 15-Krone-5 (15-C-5) an.
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Abb. 65: Schematischer Darstellung der geplanten Radiomarkierung von Triazen-DOG1 (29) zu
[*8F]Fluor-DOG1 ([*8F]25). 15-C-5: 15-Krone-5.

Diese theoretisch guten Voraussetzungen fiir die Radiomarkierung von Triazen-
DOG1 (29) wurden jedoch in der praktischen Umsetzung vor einige Probleme
gestellt. Pages et al. konnten zeigen, dass nur sehr wenige Losungsmittel Gberhaupt
in Frage kommen bei dieser Reaktion. DMSO, Methanol oder Pyridin sind in der
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Lage, das Diazoniumion zu reduzieren, wahrend THF, Ethylacetat und Cyclohexan zu
einer Protodediazotierung flihren. Ebenso konkurrieren nukleophile Losungsmittel
wie Ethanol, Acetonitril und Trichlorethanol mit dem Fluoridion, sodass eine
Fluordediazotierung nicht moglich ist. Fluorierte Losungsmittel wie Trifluorethanol,
Ethyltrifluoroacetat und Trifluoressigsaure fliihrten zwar bei den nicht-radioaktiven
Vorversuchen von Pages et al. zu hohen Ausbeuten, allerdings konnte gezeigt
werden, dass diese auch in Abwesenheit von Fluoridionen in der Lage sind eine
Fluordediazotierung durchzufiihren. Sie sind somit nicht fir die Radiomarkierung
geeignet, da eine sehr geringe spezifische Aktivitat zu erwarten ware. Somit blieb
fir die Radiomarkierung nur Tetrachlormethan Ubrig, da es laut Literatur keine der
oben genannten Probleme aufwies.®

Die Radiosynthese gliederte sich in zwei Schritte: zuerst wurde der Triazen-
Precursor 29 unter Eiskiihlung mit Trifluormethansulfonsdure versetzt, um das
Diazoniumion zu generieren. AnschlieBend wurde [*®F]Fluorid zugegeben und
erhitzt, um die Fluordediazotierung zu starten. Dabei wurde allerdings die geringe
Léslichkeit, nicht nur des Triazen-Precursors, sondern auch des [*F]Fluorid-
Kryptanden-Gemisches in Tetrachlormethan zum Problem. Einerseits fihrte
vermutlich die heterogene Suspension des Precursors zu einer unvollstandigen
Piperidin-Abspaltung, andererseits konnte das [*®F]Fluorid-Kryptanden-Gemisch nur
zu einem Bruchteil (10-20%) in den zweiten Reaktor Uberfiihrt werden. Bei der
Reaktion selbst ging noch ein Teil der Reaktivitdit durch Zugabe der Saure als
gasformiges ['8F]HF verloren, sodass nach Reaktionsende nur etwa 8-25 MBq an
Aktivitat im Reaktionsgefal} verblieben waren. Ein Hochskalieren durch eine héhere
Startaktivitat war nicht moglich, da die Menge an Base und Kryptand genau
festgelegt werden musste anhand der Menge an Precursor und Saure.

Ein weiteres Problem stellte die Vielzahl an Reaktionsprodukten dar. Wie in Abb. 66
gezeigt, wurden bei der Reaktion nicht nur etliche nicht-radioaktive Produkte
gebildet, sondern auch mehrere radioaktiv markierte. Allerdings konnte das
gewiinschte Produkt [*®F]Fluor-DOG1 unter den radioaktiven Produkten nicht
nachgewiesen werden. Ein Vergleich mit dem Standard [**F]Fluor-DOG1 konnte
zeigen, dass kein Signal im Radio-Chromatogramm dem UV-Signal des Standards
zugeordnet werden kann, da die Radio-Signale im verwendeten HPLC-System etwa
5 Sekunden nach dem UV-Signal aufgezeichnet werden. Im Radio-Chromatogramm
(Abb. 66) befindet sich jedoch nur ein Radio-Signal etwa 4 Sekunden vor dem UV-
Signal des Standards, sodass nicht davon ausgegangen werden kann, dass es sich
dabei um das gewiinschte Produkt [*8F]Fluor-DOG1 handelte.
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Abb. 66: Chromatogramme der [8F]Fluordediazotierung. Links: Radio-Chromatogramm (schwarz)
mit Uberlagerung des Standards [**F]Fluor-DOG1 (pink). Das UV-Signal kommt beim
verwendeten HPLC-System etwa 5 Sekunden vor dem dazugehérigen Radio-Signal,
weswegen keines der Radio-Signale dem gewiinschten Produkt zugeordnet werden
konnte. Rechts: das UV-Chromatogramm (254 nm) zeigt die Vielzahl an Reaktions-
produkten. Bedingungen: 29 (25 mg, 43.75 umol), TfOH (7.62 uL, 87.5 umol), Na2CO3
(1.83 mg, 17.5 umol), 15-C-5 (4.33 pL, 21.86 pumol), CCls (600 uL), 90 °C, 30 min.

Die Parameter der Radiomarkierung wurden nur beziglich der Precursor-Menge
(5 mg, 15 mg, 20 mg, 25 mg) und des Losungsmittelvolumens (400-800 pL) variiert,
da aus den ausfihrlichen Untersuchungen von Pages et al. die restlichen Parameter
(Saure, Losungsmittel, Kryptand, Base, Temperatur, Reaktionsdauer) bereits
optimiert waren. Dennoch konnte unter keiner dieser Reaktionsbedingungen das
Produkt [*8F]Fluor-DOG1 erhalten werden (Abb. 67). Selbst im Falle einer
erfolgreichen Radiomarkierung hatte das Produkt anschlieRend mittels
semipraparativer HPLC aufgereinigt werden missen, was aufgrund der Menge an
Nebenprodukten stark erschwert bis unmdglich gewesen ware. Aus diesen Griinden
wurde diese Markierungsstrategie nicht weiter verfolgt.

e ey g
N F3CSO3H ['®FNaF/15-C-5 18
N o~ N o~

-10 °C, 10 min 1.-10 °C, 3 min
2.90 °C, 30 min

29 ['8F]25
Triazen-DOG1 ['8F]Fluor-DOG1

Abb. 67: Radiosynthese von ['®F]Fluor-DOG1 ([*®F]25) ausgehend vom Triazen-Precursor 29.
Bedingungen: 29 (5-25 mg), TFOH (2.0 Aq.), Na2COs (0.4 Aq.), 15-C-5 (0.5 Aq.), CCla (400-
800 pL).

3.2.2.3 BPin-DOG1

Da die bisher untersuchten Abgangsgruppen zwar nicht zum radiofluorierten
Produkt fiihrten, stattdessen aber entweder eine zu geringe Reaktivitdt besalien
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oder aufgrund ihrer zu hohen Reaktivitdt eine Vielzahl an Nebenprodukten
hervorriefen, wurde eine stabilere Abgangsgruppe benétigt, die sich idealerweise
spezifisch mit Fluorid substituieren lasst. Von Tredwell et al. wurde 2014 eine
Methode publiziert, bei der mit Hilfe von an Luft stabilen Kupfer(ll)-Komplexen Aryl-
Borsdureester in guten Ausbeuten radiofluoriert werden konnten.%? Durch weitere
Optimierungen wurden anfangliche Limitationen, wie beispielsweise eine stark
begrenzte Hochskalierbarkeit oder die Bandbreite an Substraten, aufgehoben,
sodass inzwischen sowohl elektronenarme, als auch elektronenreiche
(Hetero-)Aromaten mit Startaktivitaten im Gigabecquerel-Bereich auf diese Weise
radiomarkiert werden kénnen.?®1%3 Auf Basis dieser vielversprechenden Ergebnisse
sollte nun diese elegante Radiomarkierungsstrategie zur Synthese von [*F]Fluor-
DOG1 angewendet werden.

o~ o~

/
9 o o ["8FIKF/Kp2 o o
B Cu(OTf)2(py)s 18F.
o’ NN o— - - N o~
\Q\&Q/ % AT \

32 ['8F]25
BPin-DOG1 ["®F]Fluor-DOG1

Abb. 68: Schematische Darstellung der geplanten Radiomarkierung von BPin-DOG1 (32) zu
[*®F]Fluor-DOG1 ([*¥F]25).

In der Literatur wird beschrieben, dass der Katalysator Tetrakis(pyridin)kupfer(ll)-
triflat durch die Ublicherweise in Radiomarkierungen verwendete Menge an
Kaliumcarbonat (10-15 pumol) bereits wahrend der Reaktion zersetzt wird und somit
die Ausbeute gesenkt wird. Um dieses Problem zu vermeiden, beschreibt
Zlatopolskiy et al. die Markierung von Borsaureestern unter Verwendung kleinster
Mengen Kaliumcarbonat (0.43 umol) und Kryptofix (0.72 pmol).1%3 Diese Methode
konnte jedoch nicht erfolgreich angewendet werden, da durch den niedrigen
Basengehalt die Elution des [*®F]Fluorids von der QMA-Kartusche stark erschwert
wurde. Erst durch Verdreifachung von Kaliumcarbonat auf 1.30 pmol und einen
deutlich hoheren Wasseranteil (900 plL statt 200 pL) in der Elutionslosung konnte
ein GroRteil der Aktivitdt in das ReaktionsgefaR lberflihrt werden. Obwohl so das
gewuinschte Produkt ['8F]Fluor-DOG1 erhalten werden konnte, lag die analytische
Ausbeute bei nur 19%. Aufgrund des erhohten Wasser-Anteils wurde zwar die
azeotrope Trocknung ofter wiederholt, allerdings kann nicht vollstindig ausge-
schlossen werden, dass noch Spuren von Wasser vorhanden waren und so die
Radiomarkierung beeinflussten.

Eine deutliche Steigerung der Ausbeute konnte jedoch mit der Methode nach
Preshlock et al. erreicht werden.’® Hier wird die Menge an Base nur geringfugig
reduziert auf 6.7 umol, allerdings werden Kaliumoxalat und Kaliumcarbonat in
einem molaren Verhaltnis von etwa 8.4:1 verwendet. Mit diesem deutlich milderen
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Basengemisch sollte der Kupfer-Katalysator weitestgehend intakt bleiben und
gleichzeitig eine effiziente Elution des [®F]Fluorids von der QMA-Kartusche méglich
sein. Mit der Elutionslésung aus Kaliumoxalat (6.0 umol), Kaliumcarbonat (0.7 umol)
und Kryptofix (16.7 umol) in Acetonitril (800 pL) und Wasser (200 plL) konnten so
etwa 98.7% der Aktivitat in das ReaktionsgefdR eluiert werden. Die ['®F]Fluorid-
Inkorporation betrug in DMF 36% und konnte durch den Wechsel auf N,N-
Dimethylacetamid (DMA) unter sonst gleichen Bedingungen auf 69% erhoht
werden. Da neben dem Losungsmittel vor allem die verwendete Base einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Radiomarkierung hat, wurde auf die Zugabe von
Kaliumcarbonat verzichtet, sodass nur mit Kaliumoxalat (6.0 umol) eluiert wurde.
Dabei zeigte sich neben einer leicht erhéhten Elution (99.4%) ebenfalls eine
deutliche Steigerung der [*®F]Fluorid-Inkorporation auf bis zu 83%. Die Methode
nach Preshlock et al. war somit gegeniber der von Zlatopolskiy et al. nicht nur
hinsichtlich der Ausbeute U(berlegen, sondern benétigte dazu auch weniger
Precursor (20 umol statt 60 umol) und sorgte fiir eine effizientere Elution der
Aktivitat.

Tab.4:  Ubersicht der Markierungsbedingungen von BPin-DOG1 (32) zu [*¥F]Fluor-DOG1 (25). 220-
355 MBq [*8F]Fluorid, 120 °C, 20 min.
K222 K2€CO3 | K2C204 BPin-DOG1 Cu(OTf)2(py)a analytische
Losungsmittel Ausbeut
[umol] | [umol] | [pmol] | [mg] | [umol] | [mg] | [mumol] usbeute
DMF/MeCN
2.15 1.30 - 35.2 60 3.6 53 19.3%
(10:1, 330 pL) °
16.7 0.72 6.02 11.7 20 13.6 20 DMF (400 pL) 36.5%
16.7 0.72 6.02 11.7 20 13.6 20 DMA (400 pL) 68.6%
16.7 - 6.02 11.7 20 13.6 20 DMA (400 pL) 83.3%
o~ | ["8FIKF/Kagy/ e / T ede
o 0 KaC204 o © . |
Ping CulOThapy 19 - I
\Q\C\ o~ \Q\CYN © ‘ ‘ [ss.ée-a
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32
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Abb. 69: Radiosynthese von

[*8F]Fluor-DOG1

['8F]25
['8F]Fluor-DOG1

([**F125)

ausgehend vom BPin-Precursor

32.

Bedingungen: 32 (20 umol), Cu(OTf)2(py)s (20 umol), K2C204 (6.02 umol), DMA (400 pL),

120 °C, 20 min.

Beim Hochskalieren der Radiosynthese auf héhere Startaktivitaten zeigte sich die
Methode nach Preshlock mit dem Oxalat-Carbonat-Gemisch jedoch geringfiigig
vorteilhafter, weswegen auf die Zugabe von Kaliumcarbonat nicht weiter verzichtet
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wurde. Bei einer Startaktivitit von etwa 700 MBq konnte eine [*®F]Fluorid-
Inkorporation von 66.2% erreicht werden, wohingegen durch Einsatz von 5 GBq
[*8F]Fluorid eine Inkorporation von bis zu 83 % moglich waren unter ansonsten
identischen Bedingungen. Vor der Aufreinigung mittels HPLC musste das
Reaktionsgemisch verdiinnt werden, da die Menge an DMA ansonsten zu einer
sofortigen Elution flhrte. Durch Verdiinnen mit einem Acetonitril-Wasser-Gemisch
wurde der Anteil an DMA auf 33.3% gesenkt (DMA/MeCN/H;0 = 2:3:1) und somit
eine ausreichende Trennung erreicht. Eine weitere Senkung des Anteils an
organischen Losungsmitteln ware zwar vorteilhaft bezlglich der Trennleistung,
konnte allerdings aufgrund der Loslichkeit der Reaktionskomponenten nicht
erreicht werden. Die Aufreinigung erfolgte mittels semipraparativer HLPC mit
isokratischer Elution (MeCN/H,0O = 52:48 + 0.1% TFA), wobei das Produkt zwar
radiochemisch sauber erhalten wurde, allerdings eine geringfligige Verunreinigung
im UV-Chromatogramm (A =254 nm) sichtbar war. Die Verwendung eines
niedrigeren Acetonitril-Anteils im Laufmittel wiirde zwar die Retentionszeit erhéhen
und damit theoretisch zu einer besseren Trennleistung flihren, allerdings wiirde
dadurch auch eine unglinstige Verbreiterung des Peaks stattfinden. Die Entfernung
von Acetonitril und Trifluoressigsaure erfolgte durch Aufreinigung lGber eine C18-
Kartusche, wobei nach fraktionierter Elution mit Ethanol (90%, + 0.125 mg/mL
Ascorbinsaure) liber 80% des nach HPLC-Aufreinigung erhaltenen Produktes in
einem Volumen von 500 pL erhalten werden konnten. Durch diese 85-minitige
Synthese konnte der Radiotracer ['®F]Fluor-DOG1 in einer radiochemischen
Ausbeute von 34.0 + 11.1% (d.c., n = 7) mit einer molaren Aktivitdt von 8.21 + 2.95
GBg/umol hergestellt werden. Eine Erh6hung der molaren Aktivitat konnte durch
Optimierung der Aufreinigung erzielt werden, da hier durch den hohen Anteil an
organischen Losungsmitteln in der Reaktionsmischung die Trennleistung der
semiprdparativen HPLC stark herabgesetzt wurde. Bedingt durch die hohen
Stoffmengen und die hohe Lipophilie der Reaktionskomponenten fiihrte eine
weitere Senkung des organischen Losungsmittels jedoch zur Prazipitation, wodurch
eine Aufreinigung mittels HPLC nicht moéglich war. Um den Einfluss des organischen
Losungsmittels auf die Elution zu verringern, ware ein grofSerer Saulendurchmesser
zielfihrend. Dieser hatte zusatzlich hohere Kapazitdten beziiglich der Stoffmengen
und wirde somit die Isolation des gewiinschten Produktes von Nebenprodukten
und Reaktanden erleichtern. Eine andere Moglichkeit ware eine zweistufige
Aufreinigung, bei der im ersten Schritt eine Vorreinigung stattfande, bei der grol3e
Teile der Reaktionskomponenten entfernt wiirden. Somit ware die Aufreinigung
mittels semipraparativer HPLC im zweiten Schritt vereinfacht. Allerdings hatte diese
zweistufige Aufreinigung den Nachteil des hoheren zeitlichen Aufwandes und
grofRerer Verluste.
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3.3 Invitro-Evaluierungen

3.3.1 Lipophilie und Stabilitdt

Die Verteilung einer Substanz im Organismus wird Uber vier Kriterien
charakterisiert: Absorption (bzw. Verabreichung), Distribution, Metabolismus und
Exkretion. Dabei beeinflusst die Lipophilie der Substanz diese Punkte entscheidend,
da je nach Wirkort und —mechanismus das Medikament eine bestimmte Lipophilie
aufweisen muss. Fiir den passiven Transport von Imatinib zum intrazelluldren
Rezeptor ist beispielsweise eine relativ hohe Lipophilie notwendig, um durch die
ebenfalls lipophilen Zellmembranen diffundieren zu kénnen. Andererseits werden
stark lipophile Substanzen in der Regel nicht renal ausgeschieden, sondern lber
hepatobiliaren Metabolismus in hydrophilere Verbindungen umgewandelt und
anschlieBend Uber den Darm eliminiert. Somit beeinflusst die Lipophilie einer
Substanz entscheidend die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik.818 Sie wird als
numerischer Wert (iber den Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient ermittelt und
berechnet sich wie folgt:

C (Substrat in Octanol-Phase)
¢ (Substrat in Wasser-Phase)

logD =log

Dabei werden jeweils alle Formen des Substrats (ungeladen, geladen) je Phase
zusammengezahlt. Um die physiologischen Bedingungen moglichst genau
nachzuahmen, wurde anstelle von Wasser ein Phosphatpuffer (0.05 M, pH 7.4)
verwendet, der zudem die Vergleichbarkeit mit anderen Substanzen erhoht, da der
pH-Wert der Pufferlésung auch bei sauren oder basischen Substanzen stabil bei pH
7.4 bleibt.

3.3.1.1 Fluor-Norimatinib

Bei der radiometrischen Ermittlung der Lipophilie von [*8F]FNI ([*8F]9) ergab sich ein
logD-Wert von 1.16 £0.01 (n = 6). Dieser Wert liegt deutlich unter dem der
Leitstruktur Imatinib (logD = 2.34 + 0.17 1%4), sodass die angestrebte Reduktion der
Lipophilie erreicht wurde, welche zu einer verringerten Aufnahme des Radiotracers
in die Leber flhren sollte. Inwiefern diese reduzierte Lipophilie die Diffusion durch
die Zellmembran beeinflusst, wird in Abschnitt 3.3.2 erortert.

Ein weiterer wichtiger Faktor ist eine fir die Bildakquisition ausreichend hohe
Stabilitdt des Radiotracers, um eine diagnostische Genauigkeit zu gewahrleisten.
Dazu wurden unterschiedliche Systeme verwendet, um im Falle einer Zersetzung
des Radiotracers die Ursachen genauer beschreiben zu kénnen. So wurde fir die
Evaluierung der chemischen Stabilitdt Fluor-Norimatinib in injektionsfertiger
phosphatgepufferter Kochsalzlésung bei pH 7.4 bei Raumtemperatur untersucht.
Dabei zeigte sich eine Stabilitat von Uber 99% uber 2 Stunden, sodass eine Appli-
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kation des Tracers innerhalb dieses Zeitrahmens nach Herstellung ohne Qualitats-
verluste durchgefiihrt werden kann. Um den Einfluss von Enzymen im Blut auf die
Stabilitat zu bestimmen, wurde Fluor-Norimatinib sowohl in humanem Blutserum,
als auch in Blutserum von Ratten bei 37 °C inkubiert. Dabei zeigte sich in humanem
Serum nach 2 Stunden ebenfalls eine Stabilitat von UGber 99%, wohingegen in
murinem Serum geringe Mengen an Metaboliten des Radiotracers gefunden
werden konnten (Abb. 70). Dies begriindet sich in der unterschiedlichen
Zusammensetzung der Serumenzyme von Mensch und Nagetieren. Da nach 2
Stunden bei 37 °C jedoch noch uUber 95% des Radiotracers intakt waren, konnte
davon ausgegangen werden, dass Fluor-Norimatinib eine ausreichend hohe
Stabilitat fir PET-Messungen mit 2 Stunden Akquisitionszeit besal?.

0724 RCCHARKERUNG HPAT328 e oy 1] Rado | . 1240818 RADIDARKERUNGMPATE £11 odfedy ! 1] Rato |, 1610 RADCHARKERUNG WA 123 18 o ymptl]

Abb. 70: Radio-Chromatogramme der Stabilitdtsuntersuchungen von [*8F]Fluor-Norimatinib nach 2
Stunden. A) phosphatgepufferte Kochsalzlésung (pH 7.4, RT): >99%. B) humanes
Blutplasma (37 °C): >99%. C) murines Blutplasma (37 °C): >95%. D) murines Blutplasma,
vergroRerter Ausschnitt (37 °C).

3.3.1.2 Fluor-DOG1

Die radiometrische Ermittlung der Lipophilie von ['®F]Fluor-DOG1 ergab einen
relativ hohen logD-Wert von 2.51 £ 0.13 (n = 6), was zu einer hohen hepatobilidren
Akkumulation des Tracers fiihren konnte. Da jedoch alle potentiellen Kandidaten
aus dem High-Throughput-Screening von Namkung et al. stark lipophile
Verbindungen sind,®®%° liegt die Vermutung nahe, dass fur die Bindung am
lonenkanal DOG1 moglicherweise eine Wechselwirkung zwischen lipophilen
Strukturelementen nétig sein kdnnte.

Die Stabilitdtsuntersuchungen von [*8F]Fluor-DOG1 zeigten, dass dieser Tracer in
injektionsfertiger, phosphatgepufferter Losung (1 mM, pH 7.0) Gber einen Zeitraum
von 2 Stunden bei Raumtemperatur zu Uber 99% intakt blieb. Dadurch konnte
sichergestellt werden, dass aufgrund der hohen chemischen Stabilitat [*®F]Fluor-
DOG1 innerhalb dieses Zeitraums nach Herstellung der Radiotracer injiziert werden
konnte. In humanem Blutserum zeigte der Radiotracer ebenfalls eine sehr hohe
Stabilitat von tber 99% uber 2 Stunden bei 37 °C, welche fir PET-Messungen ideal
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ist. Da in den in vivo-Untersuchungen dieses Tracers jedoch eine unerwartete
Pharmakokinetik beobachtet werden konnte (Kapitel 3.4.2), wurde die Stabilitat
zusatzlich in murinem Blutserum (Maus und Ratte) evaluiert. In Rattenserum zeigte
sich hierbei eine schnelle Metabolisierung von [*®F]Fluor-DOG1, sodass bereits nach
10 Minuten bei 37 °C ein polarer Metabolit in groReren Mengen (24.6%) nach-
gewiesen wurde und nach 2 Stunden nur noch 3.4% des Tracers intakt vorlagen.
[*8F]Fluor-DOG1 zeigte eine leicht hdhere Stabilitat in M3useserum, allerdings lagen
auch hier nach 2 Stunden nur noch 16.6% des Tracers intakt vor. Aufgrund der
erhohten Hydrophilie gegenliber dem Radiotracer liegt die Vermutung nahe, dass
eine Abspaltung der Benzylgruppe oder der 3,4,5-Trimethoxybenzoesauregruppe
stattgefunden haben konnte. Diese Beobachtung ist deshalb interessant, da
scheinbar spezies-spezifische Enzyme des murinen Serums fiir die Metabolisierung
verantwortlich sind. Dieser Umstand sollte bei der Optimierung des Radiotracers im
Hinblick auf die Durchfiihrung von in vivo-Studien mit Mausen bericksichtigt
werden.

A Ratte Mensch Maus B 50 f::‘,?ﬁ RADISMARKIERUMN G MPA 148 #12 [mod fied by mpd 1] Radio
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Abb. 71: A: Stabilitit von [*¥F]Fluor-DOG1 in humanem (blau) und murinem (rot, griin) Serum bei
37 °C. B: Radio-Chromatogramm von [*®F]Fluor-DOG1 in Rattenserum nach 30 min bei
37°C.

3.3.2 Permabilitdiit der Zellmembran

Da kein aktiver Transport (z.B. lber rezeptorvermittelte Internalisierung) von
Imatinib in die Zelle hinein bekannt ist, muss Imatinib eine bestimmte Lipophilie
aufweisen, um mittels passiver Diffusion durch die Zellmembran zur intrazelluldaren
Tyrosinkinase-Domane zu gelangen. Aufgrund der reduzierten Lipophilie von Fluor-
Norimatinib musste evaluiert werden, ob ein Passieren der Zellmembran ohne
Einschrankungen moglich ist. Dazu wurden die GIST-Zelllinien GIST-T1, GIST882 und
GIST430, sowie die CML-Zelllinie K562 mit [*®F]FNI — analog zu einem
Internalisierungsassay — inkubiert und anschlieBend radiometrisch ermittelt,
welcher Anteil des Radiotracers sich jeweils im Uberstand, an der Zellmembran und
intrazelluldar befand. Daraus konnte nicht nur bestimmt werden, wie gut die
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Diffusion durch die Zellmembran war, sondern auch, ob unspezifische Bindung an
der Membranoberflache stattfand. Nach einer Stunde Inkubation konnte
beobachtet werden, dass bei den GIST-Zelllinien GIST-T1, GIST882 und GIST430 fast
keine unspezifische Bindung an der Membran (2-3%) stattfand, wahrend 43-55%
des Radiotracers intrazellular vorlagen. Um die Spezifitdat zum intrazelluldren
Rezeptor zu ermitteln, wurden die Zellen zusatzlich mit einem 1000-fachen
Uberschuss an Imatinib (1 pM) als Kompetitor zum Radiotracer inkubiert (,,Block”).
Dabei sollte im Fall von hoher Spezifitat die intrazelluldre Bindung auf ein Minimum
reduziert werden. Allerdings konnte diese nur auf 39-46% gesenkt werden,
weswegen davon ausgegangen werden musste, dass der GroRteil der intrazelluldren
Aktivitatsanreicherung ungebunden, bzw. unspezifisch gebunden vorlag. Um
auszuschlieBen, dass Imatinib deutlich langsamer ins Zellinnere diffundiert und
dadurch die kompetitive Verdrangung des Radiotracers beeinflusst wird, wurden in
weiteren Untersuchungen die Zellen 30 Minuten mit Imatinib vorinkubiert. Dabei
konnte allerdings kein Unterschied zu den anderen Versuchen beobachtet werden.
Eine mogliche Begriindung hierflir ware unspezifische Bindung des Radiotracers an
intrazelluldre Proteine, vermutlich aufgrund der — fir biologische Systeme immer
noch — hohen Lipophilie. Trotz des geringen Anteils an spezifischer Bindung an die
Tyrosinkinase konnte jedoch ein Unterschied bezlglich der gemessenen
Aktivitatsmengen zwischen den Zelllinien beobachtet werden. Die spezifische
intrazelluldare Bindung betrug bei den Imatinib-sensitiven Zelllinien 9.3 + 1.0% (GIST-
T1) bzw. 11.0 £ 0.4% (GIST882), wahrend bei Imatinib-resistenten GIST430 nur 3.9 +
0.3% spezifisch gebunden waren. Diese Ergebnisse wurden durch die Positiv-
Kontroll-Zelllinie K562 bestatigt, da auch hier 9.3 + 5.5% spezifisch gebunden waren
(Abb. 72, Tab. 5). Auffallend bei diesen Zellen ist allerdings ein deutlich erhéhter
Anteil an Aktivitdt in der Membran-Fraktion. Eine mogliche Begriindung dafir
konnte der unterschiedliche Versuchsaufbau sein, da die K562-Zellen als
Suspensionszellen zwischen den Wasch-Schritten zentrifugiert werden miissen im
Gegensatz zu den adhdrenten GIST-Zelllinien. Bei unzureichender Zentrifugation
lisst sich der Uberstand nur unvollstindig von den Zellen trennen, bei zu starker
Zentrifugation konnen die Zellen beschadigt werden und intrazelluldr angereicherte
Aktivitidt in den Uberstand oder die Membran-Fraktion gelangen. Da GIST430 als
resistent gegenliber Imatinib gelten, dirfte erwartungsgemaR keine spezifische
Bindung stattfinden, allerdings konnte in Therapiestudien von tumortragenden
Mausen gezeigt werden, dass GIST430-Tumore — wenn auch nur geringfligig — auf
die Administration von Imatinib ansprachen.'® Dieses Ergebnis deckte sich mit der
geringeren spezifischen Bindung von etwa 4%, sodass davon ausgegangen werden
musste, dass diese Tumorzelllinie nicht komplett resistent gegeniiber Imatinib ist.
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Abb. 72: Ergebnisse der Untersuchungen zur Zellmembran-Permeabilitdt von Fluor-Norimatinib
(siehe Kapitel 5.3.5). Links: Verteilung der Aktivititsmenge iiber die Fraktionen (U:
Uberstand, nicht gebunden; M: Membran-gebundene Aktivitit; Z: zellassoziierte
Aktivitat). Rechts: Darstellung der zellassoziierten Aktivitdtsmengen nach Inkubation ohne
und mit Imatinib (1 uM) als Blocksubstanz, sowie die daraus resultierende spezifische
Anreicherung nach Inkubation bei 37 °C fiir 1 h in DMEM (+ 1% FCS).

Tab.5:  Ergebnisse der Untersuchungen zur Zellmembran-Permeabilitdt von Fluor-Norimatinib.

Zelllinie Block Uberstand membran- intrazelluladr spezifisch
gebunden gebunden
- 42.7£3.5 2.6+0.5 54.8 +4.0
GIST-T1 93+1.0
1 uM Imatinib 52.0+2.8 2.5+0.3 455+3.1
- 455+ 3.6 23+04 52.2+4.0
GIST882 11.0+0.4
1 uM Imatinib 56.7+4.2 2.1+0.2 41.2+4.4
- 54.3+0.0 3.0£0.0 42.7+0.0
GIST430 3.9+0.3
1 uM Imatinib 58.6+0.1 2.6+0.2 38.8+0.3
- 37.0+1.1 21.3+0.7 41.7+2.0
K562 9.3+%5.5
1 uM Imatinib 55.1+7.1 12.4+2.0 32.5+5.9

Die Bestimmung der Permeabilitdt der Zellmembran fir Fluor-Norimatinib konnte
somit zeigen, dass trotz der reduzierten Lipophilie eine ausreichend hohe Diffusion
durch die Zellmembran stattfinden konnte. Dennoch sorgte die immer noch relativ
hohe Lipophilie vermutlich flr die unspezifische Bindung an intrazelluldre Proteine,
die die geringe Spezifitat hervorrief. Flr weitere in vitro-Versuche mit vitalen Zellen
musste daher mit einem niedrigen Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis (SNR; ,signal-
to-noise-ratio”) gerechnet werden.

3.3.3 Kompetitiver Bindungsassay

Um die Bindungsaffinitdit von Fluor-Norimatinib zu unterschiedlich Imatinib-
sensitiven Tumorzelllinien zu bestimmen, wurde ein kompetitiver Bindungsassay
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durchgefihrt. Dabei wurden die Zellen mit Fluor-Norimatinib in einer bestimmten
Konzentration (z.B. 1 nM) und einem Kompetitor wie Imatinib in unterschiedlichen
Konzentrationen (z.B. 0-5000 nM) inkubiert. Anschlieend wurde der Anteil an
intrazellularem Fluor-Norimatinib in Abhangigkeit von der Kompetitor-Konzen-
tration ermittelt, woraus die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) abgeleitet
werden kann. Der ICso-Wert wird als MaRstab fiir die Bindungsaffinitat benutzt und
gibt allgemein wieder, welche Konzentration eines Inhibitors nétig ist, um die
Bindungsaktivitat auf 50% zu reduzieren. Die obere Grenze (100%) wurde definiert,
indem kein Kompetitor zugegeben wurde und somit die maximal mogliche Menge
an Fluor-Norimatinib intrazellular vorlag. Um Fluor-Norimatinib maoglichst voll-
standig zu verdrangen und so die untere Grenze (0%) festzulegen, wurde der
Kompetitor in groRem Uberschuss zugegeben. Normalerweise reicht dazu ein 1000-
facher Uberschuss, allerdings musste aufgrund der Lipophilie damit gerechnet
werden, dass es zu einer hohen unspezifischen Aktivitats-Akkumulation des Tracers
kommt, weswegen ein 5000-facher Uberschuss eingesetzt wurde. Somit sollte
sichergestellt werden, dass Fluor-Norimatinib komplett aus der Bindungstasche der
Tyrosinkinase verdrangt werden kann.

Als Ausgangspunkt fiir die Assay-Bedingungen sollten Parameter aus einem
kompetitiven Bindungsassay flir Peptide benutzt werden. Da diese Peptide meist
extrazellular binden und eine deutlich geringere unspezifische Anreicherung
aufweisen, mussten die Bedingungen fiir den Bindungsassay einer intrazellular
bindenden niedermolekularen Verbindung wie Fluor-Norimatinib erst optimiert
werden. Dabei wurden folgende Parameter variiert: Medium, Zellzahl pro Well,
Temperatur, Kompetitor und Konzentration des Radioliganden (Tab. 6).

Um ein geeignetes Medium zu finden, wurden zunachst verschiedene Medien unter
ansonsten gleichen Bedingungen anhand der Positiv-Kontroll-Zelllinie K562
evaluiert. Als ungeeignet stellten sich hierbei HBSS und DMEM heraus, da der
Radioligand nur zu einem geringen Anteil (17-27%) verdrangt werden konnte. Mit
DMEM konnte zwar die typische sigmoidale Verdrangungskurve erhalten werden,
allerdings fuhrte die geringe Verdrangung zu einem ungenauen Ergebnis. Auf die
Problematik der geringen Verdrangung und der daraus resultierenden Fehler wird
spater noch genauer eingegangen. Sowohl mit OptiMEM, als auch mit Puffer A
(150 mM NaCl, 1 mM MgClz, 20 mM Tris, 2 mM CaClz, 1 mM MnCl,, pH 7.4) konnten
bessere Ergebnisse erhalten werden, auch wenn hier ebenfalls keine vollstandige
Verdrangung (39-41%) des Radioliganden erzielt werden konnte.
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Tab.6: Ubersicht der evaluierten Bedingungen fiir den kompetitiven Bindungsassay. BSA: bovines
Serum-Albumin; HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution; Im: Imatinib; NIm: Norimatinib; PBS:
Phosphatgepufferte Salzlésung; Puffer A: 150 mM NaCl, 1 mM MgClz, 20 mM Tris, 2 mM
CaClz, 1 mM MnCly, pH 7.4.

Zelllinie Medium Zellzahl Temperatur | Kompetitor Konzentration des
(+ 0.5% BSA) pro Well P P Radioliganden
HBSS
K562 DMEM
1nM
Puffer A 37°C :
Im
1x10°
0.5 nM
RT 1nM
OptiMEM Nim
0.5 nM
Im 1nM
2x10° 37 °C
5nM
NIm 1nM
RPMI 2 x10° 2nM
_ X n
Al PBS 37°C Im
Puffer A 1x10°
Im
37°C
P NIm
x 1nM
RT Im
iMEM
Opti NIm
2 x10° 37°C Im
2nM
Puffer A
IST882 Im
GIST88 37°C
1x10° 1nM
OptiMEM Nim
Im
RT
NIm
RPMI
GIST430 — 2 x10° 37 °C Im 2 nM
Im
37 °C
NIm
1x10°
Im
RT 1nM
NIm
OptiMEM
Im
NIm
2 x10° 37°C
Im
2nM
NIm
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Diese Ergebnisse wurden auf die GIST-Zelllinien GIST-T1 und GIST882 (ibertragen,
wobei sich OptiMEM in beiden Fallen als vorteilhafter herausstellte und deswegen
als Medium fiir die weiteren Assays benutzt wurde. Als nachstes wurde die Zellzahl
pro Well evaluiert. Theoretisch fiihrt eine hohe Anzahl an Zellen zwar zu einem
groReren Signal, da mehr Radioligand intrazellular vorliegt, allerdings kann eine zu
hohe Zellzahl pro Well das Ergebnis beeinflussen, wenn beispielsweise die Zellen
nicht einzeln vorliegen, sondern sich aneinander haften und somit die fir die
passive Diffusion des Radiotracers notwendige Oberflache reduziert wird. Dieses
Problem wird durch eine geringe Zellzahl zwar umgangen, jedoch sinkt die
aufgenommene Aktivitdit  dadurch, was problematisch sein kann bei der
Aktivitdtsmessung durch den Gamma-Counter. Durch eine héhere Anzahl an Zellen
von 1 x 10° auf 2 x 10° pro Well konnte das Radioaktivitatssignal und die Anzahl an
simultan durchgeflihrten Assays erhoht werden, wobei die Ergebnisse der
kompetitiven Verdrangung unverandert blieben. Somit wurde wie auch in der
Literatur beschrieben mit 2 x 10° Zellen pro Well gearbeitet.”? Als Kompetitoren
wurden sowohl Imatinib als auch Norimatinib (Leitstruktur fiir Fluor-Norimatinib)
evaluiert. Da beide Substanzen eine hohe Spezifitdt, sowie eine hohe Bindungs-
affinitat zu KIT besitzen, konnte in diesem Assay kein relevanter Unterschied zu
Imatinib festgestellt werden, weswegen mit kommerziell erhaltlichem Imatinib
weitergearbeitet wurde. Als letzter Faktor wurde die Konzentration des Radio-
liganden variiert. Bei einer Konzentration von 0.5 nM konnten ahnliche Ergebnisse
wie mit 1 nM erzielt werden, allerdings wurde letztere Konzentration bevorzugt, da
durch die hohere eingesetzte Aktivitatsmenge auch ein héheres Signal mit besserer
Messsicherheit des Gamma-Counters erhalten werden konnte. Dass sich die
eingesetzte Konzentration im idealen Bereich befand, zeigte sich auch in der
Evaluierung einer héheren Konzentration von 5 nM, welche dazu filihrte, dass der
Kompetitor nur 2% des Radioliganden verdriangen konnte. Aus diesem Grund
wurden alle weiteren Experimente mit einer Radioliganden-Konzentration von 1 nM
durchgefiihrt.

Diese weitgehend optimierten Parameter aus den Vorevaluierungen mit der Positiv-
Kontroll-Zelllinie K562 wurden anschliellend auf die GIST-Zelllinien lGbertragen. Die
damit erhaltenen Ergebnisse zeigten jedoch eine hohe Ungenauigkeit und eine
fehlende Reproduzierbarkeit. Ein groRes Problem bei der Auswertung der Daten
stellte die hohe unspezifische Anreicherung dar, da selbst durch einen 5000-fachen
Uberschuss an Kompetitor in den meisten Fillen nur etwa 20-40% des Radiotracers
verdrangt werden konnten. Diese unspezifische Anreicherung wurde von allen
Messwerten subtrahiert, wodurch zwar ein Nullwert definiert werden konnte, aller-
dings alle Messwerte stark gesenkt wurden. Dadurch wuchs der Fehler relativ zu
den Messwerten, wodurch die Genauigkeit des Assays stark herabgesetzt wurde
(Abb. 73). Bei der Auswertung der so erhaltenen Verdrangungskurven konnte der
ICso-Wert nicht ausreichend genau bestimmt werden, da aufgrund des grollen
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Fehlers der Messwerte ebenfalls der ICso-Wert einen grofen Fehler aufwies. So
berechnete sich der ICso-Wert fiir das Beispiel aus Abb. 73 B auf 26-433 nM. Durch
den groRen Fehler litt nicht nur die Genauigkeit bei der Bestimmung des ICso-
Wertes, sondern auch die Reproduzierbarkeit. Unter denselben Bedingungen
wurden so nicht nur stark unterschiedliche ICso-Werte ermittelt, sondern auch
unterschiedliche Bindungskurven erhalten. Dies flihrte teilweise sogar bei Imatinib-
sensitiven Zelllinien dazu, dass Uberhaupt keine Verdrangung gemessen werden

konnte.
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Abb. 73: Verdrangungskurven erstellt aus den Daten des kompetitiven Bindungsassays. A: Nicht auf
den Nullwert korrigierte Messwerte. B: Messwerte korrigiert auf die unspezifische An-
reicherung bei Zugabe von 5 mM Kompetitor (Nullwert). Assay-Bedingungen: GIST-T1
(1 x 10° Zellen/Well), DMEM+BSA (0.5%), 37 °C, [*F]FNI (1 nM), Kompetitor: Imatinib (0-
5000 nM).

Da unter den zahlreichen Assay-Bedingungen keine zuverldssigen Bedingungen
gefunden werden konnten, musste die Bestimmung der Affinitat von Fluor-Nor-
imatinib zu KIT in einem System erfolgen, in dem eine unspezifische Anreicherung
moglichst gering gehalten werden konnte. Eine Moglichkeit ware gewesen, anstelle
von vitalen Zellen nur Zellmembran-Fragmente zu benutzen, da hierbei unspezifisch
angelagerter Radioligand durch Waschschritte weitgehend entfernt werden hatte
konnen. Diese Methode bot sich hier vor allem an, da KIT als Transmembran-Protein
in der Zellmembran verankert ist und zudem der Radiotracer durch das offene
System leichter zur Tyrosinkinase-Domane gelangen konnte. Allerdings stellt die
Fragmentierung von Zellmembranen und deren Aufreinigung einen komplexen
Vorgang dar, vor allem unter der Voraussetzung, dass eine Protein-Denaturierung
moglichst vermieden werden muss. In ersten Vorversuchen, die Evaluierung der
Bindungsaffinitat mit selbst isolierten Zellmembranen durchzufihren, konnte kein
zufriedenstellendes Ergebnis erzielt werden, weswegen diese Methode im Rahmen
dieser Arbeit nicht weiter verfolgt wurde.
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3.3.4 Radiometrischer Kinase-Assay

Eine weitere Methode um die Affinitat von Inhibitoren zu Kinasen zu ermitteln, ist
der radiometrische Kinase-Assay. Dabei werden Storfaktoren, wie intrazellulare
unspezifische Bindung, weitestgehend umgangen, indem direkt der inhibitorische
Effekt einer Substanz auf die Kinase anhand deren Phosphorylierungsaktivitat
bestimmt wird. Dazu werden die entsprechende Kinase, Substrat (meist ein Peptid
oder Protein), Inhibitor (in variabler Konzentration) und ATP (Adenosintriphosphat)
inkubiert und anschlieRend die Menge an phosphoryliertem Substrat in Ab-
hangigkeit von der Inhibitor-Konzentration bestimmt. Eine elegante Methode stellt
hierbei die radiometrische Bestimmung dar, bei der die endstindige
Phosphatgruppe von ATP radioaktiv markiert wird, beispielsweise mit 33P (ti/2 = 25.3
d) oder 3?P (ti = 14.3 d). In Abwesenheit von Inhibitoren findet die Phos-
phorylierung statt, bei der die radioaktiv markierte Phosphatgruppe auf das
Substrat Ubertragen wird. Im Falle einer Inhibition hingegen wird ATP nicht
umgesetzt und das Substrat folglich nicht phosphoryliert. Aus der radiometrischen
Bestimmung des Verhaltnisses von ATP zu phosphoryliertem Substrat kann somit
die Kinaseaktivitat in Abhangigkeit von der Inhibitor-Konzentration ermittelt
werden (Abb. 74).
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Abb. 74: Schematische Darstellung der Funktionsweise des radiometrischen Kinase-Assays. Gelb
hervorgehoben ist die endstandige Phosphatgruppe, rot markiert ist das radioaktive
Phosphoratom.

Um die Affinitat von Fluor-Norimatinib zu verschiedenen Mutationen von KIT zu
bestimmen, wurde der Assay sowohl mit wt-KIT (wildtype, keine Mutation), als auch
mit 9 weiteren, GIST-relevanten KIT-Mutanten durchgefiihrt. Als Vergleichssubstanz
wurde Norimatinib ausgewahlt, da es die Leitstruktur fir FNI darstellt und somit der
Einfluss durch das Fluor-Atom am Pyridin-Ring genau bestimmt werden kann. Als
weitere Referenz diente SKI696 (21, ,Fluorethyl-Imatinib“), da dieses bei in vitro-
Untersuchungen der CML-Zelllinie K562 bereits eine etwas hohere Affinitat als
Imatinib gegenliber Bcr-Abl aufweisen konnte und somit gezeigt wurde, dass eine
Modifikation am Piperidin-Ring wahrscheinlich keinen relevanten Einfluss auf die
Bindungsaffinitat hat.”

90



Ergebnisse und Diskussion

wt-KIT KIT V654A

FNI
Norimatinib
SKI696
Imatinib

1004 1004

ERE

50 50

Kinase-Aktivitat [%]

logc logc

Abb. 75: Vergleich der Ergebnisse aus dem Kinase-Assay von wt-KIT (Imatinib-sensitiv, A) und KIT
V654A (Imatinib-resistent, B) mit Fluor-Norimatinib, Norimatinib, SKI696 und Imatinib.
Bedingungen: ATP (entsprechend der apparenten ATP-Km: A = 3.0 uM, B = 0.3 uM),
[y-3P]-ATP (6 x 10° cpm/Well), Kinase (A = 12.9 nM, B = 38.7 nM), Substrat (Poly-
(Glu, Tyr)4:1, 2.5 ng/uL), 30°C, 1 h.

Die Bindungsaffinitaten der Substanzen zu wt-KIT lagen alle in einem engen Bereich
um 50 nM, wobei FNI mit 65 nM eine etwas geringere Affinitat als Norimatinib (53
nM) und SKI696 (48 nM) zeigte. Somit schien die Einflihrung des Fluor-Atoms in den
Pyridin-Ring keinen grofRen Einfluss auf die Wechselwirkungen in der ATP-
Bindetasche zu haben. Bei den Imatinib-resistenten Mutanten V654A und T670I
zeigte sich FNI ebenfalls als nicht affin (ICso > 9000 nM), woraus geschlossen werden
konnte, dass Gatekeeper-Mutationen wie T670I die gleichen Auswirkungen auf FNI
wie auf Imatinib haben (Abb. 75). Dennoch konnte beobachtet werden, dass FNI,
aber auch SKI696 eine geringere Bindungsaffinitat als Norimatinib gegentiber den
meisten Mutanten besaRen. Sowohl die Fluorethylgruppe am Piperazin-Ring, als
auch das Fluor-Atom am Pyridin-Ring beeinflussten somit die Bindungsaffinitaten,
dennoch konnte der Trend der Imatinib-Sensitivitdit mit FNI dargestellt werden.
GroRere Abweichungen konnten nur bei den KIT-Mutanten V559D und V560G
festgestellt werden, da FNI zu diesen einen 6- bis 7-fach hoheren I1Cso-Wert besal}
als Norimatinib (Abb. 76). Dadurch wiirde die schwach Imatinib-sensitive Mutante
V559D in der PET-Bildgebung mit ['®F]FNI vermutlich als resistent dargestellt
werden. Dies stellt allerdings nur bedingt ein Problem dar, da Tumore mit einer nur
schwach Imatinib-sensitiven KIT-Mutation auf eine Therapie mit Imatinib wahr-
scheinlich auch nur schlecht ansprechen wiirden. Ein gréReres Problem stellt
allerdings die Bindungsaffinitdt zu KIT V560G dar, da diese Mutation als stark
Imatinib-sensitiv beschrieben wird, dies aber in der PET-Bildgebung mit [*®F]FNI
wahrscheinlich nicht ersichtlich ware. Interessanterweise zeigt SKI696 ebenfalls nur
bei diesen beiden KIT-Mutanten groflere Abweichungen beziiglich der Bindungs-
affinitat. Zwar besitzt SKI696 nur eine 4- bis 5-fache Erh6hung des ICso-Wertes,
allerdings wiirden sich die Ergebnisse aus der PET-Bildgebung mit [*®F]SKI696 nur
geringfiigig von denen mit ['8F]FNI unterscheiden. Insgesamt bildete sich bei FNI
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und SKI696 ein sehr dhnliches Bindungsprofil (Abb. 76) ab, obwohl sich deren
Strukturen starker voneinander als von Norimatinib unterscheiden.
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Abb. 76: Mittels Kinase-Assay ermittelte Bindungsaffinititen von Norimatinib, FNI und SKI696.
Links: Imatinib-resistente KIT-Mutanten. Rechts: Imatinib-sensitive KIT-Mutanten.

Trotz der geringeren Bindungsaffinitaten ist es sowohl mit FNI, als auch SKI696
moglich, Imatinib-resistente von —sensitiven KIT-Mutanten in den meisten Fallen zu
unterscheiden. Lediglich schwach Imatinib-sensitive Mutanten wirden durch die
verringerte Bindungsaffinitat als resistent eingestuft werden. Da die Therapie mit
Imatinib bei solchen Tumoren allerdings voraussichtlich nicht oder nur moderat
erfolgsversprechend ware, konnte bereits friihzeitig eine Umstellung auf eine
effizientere Therapie bei diesen Patienten in Betracht gezogen werden.
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3.4 Invivo-Evaluierungen

Die in vivo Evaluierung der Radiotracer hinsichtlich der Aktivitatsanreicherung im
Tumorgewebe und seiner Pharmakokinetik sollte an tumortragenden Mausen
durchgefiihrt werden. Dazu sollten den Tieren in die linke Flanke Tumorzellen
subkutan injiziert und PET/CT-Messungen durchgefiihrt werden, sobald die
Tumoren eine ausreichende GroRBe erreicht haben. Studien eines
Kooperationspartners der Universitdt Turin konnten zeigen, dass zur erfolgreichen
Tumorinduktion stark immunsupprimierte Mause notig sind. So konnte in CD-1
Mausen, die trotz geringerer Immunsuppression (Fehlen von T-Zellen) in vielen
Studien als Tumor-Mausmodell dienen, nur in 20% der Inokulationen iberhaupt ein
Tumorwachstum nach 4 Monaten beobachtet werden. In den stark
immunsupprimierten NSG-Mausen (NOD SCID gamma; Fehlen von T-Zellen, B-
Zellen, NK-Zellen, sowie mehrerer Zytokin-Signalwege 1°¢) hingegen konnte ein
zuverlassiges und relativ schnelles Wachstum der Tumoren aus GIST-Zelllinien
nachgewiesen werden. Allerdings bedingen diese Mause durch ihr kaum
vorhandenes Immunsystem sehr aufwendige Haltungsbedingungen. Als Kom-
promiss wurde auf Balb/c SCID-Mause (Balb/cJHan®Hsd-Prkdcs©d) zuriickgegriffen,
die zwar ein robusteres Immunsystem als NSG-Mause besitzen, jedoch ein fast
identisches Tumorwachstum zeigen. Balb/c SCID-Mé&use besitzen zwar wie NSG-
Mause Defekte in der Entwicklung von T- und B-Zellen, kénnen allerdings NK-Zellen,
Makrophagen und Granulozyten ausbilden, wodurch eine einfachere Handhabung
dieser Mduse ermoglicht wird.

Als Zelllinien wurden GIST-T1, GIST882 und GIST430 verwendet, da diese aufgrund
ihrer Mutationen nicht nur unterschiedliche Imatinib-Sensitivitaten besitzen,
sondern sich unter anderem auch in Morphologie, Wachstumsgeschwindigkeit und
Vaskularisierung unterscheiden. So sollte mit einer geringen Anzahl an Zelllinien ein
moglichst breites Spektrum an GIST erfasst werden.

3.4.1 [18F]Fluor-Norimatinib

Nachdem die Tumore auf einen Durchmesser von etwa 5-8 mm gewachsen waren,
wurde den Tieren der Radiotracer intravends in die Schwanzvene injiziert und eine
90-minltige PET-Messung, gefolgt von einer 30-miniltigen CT-Messung unter
Narkose durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Tiere get6tet und die Organe zur
Bestimmung ihrer Aktivitdtsanreicherung entnommen (,Biodistribution). Die
Bestimmung dieser Biodistribution 2 Stunden nach Injektion diente als Vergleich zu
den mittels PET erhaltenen Daten und ermdglichte die Berechnung der auf-
genommenen Aktivitat korrigiert auf das Gewicht des Organs. Zusatzlich konnte so
die Aktivitatsanreicherung in beispielsweise Pankreas oder Nebennieren bestimmt
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werden, was aufgrund von GroRe und Lage dieser Organe mittels PET/CT stark
erschwert beziehungsweise unmdoglich gewesen ware.

Anhand der Biodistribution (Abb. 77) 2 Stunden nach Injektion konnte beobachtet
werden, dass in den Tumoren nur sehr wenig Radiotracer akkumulierte (0.8 — 1.5
%1D/g) und somit das Tumor-zu-Muskel-Verhaltnis (T/M) — in Abhangigkeit von der
GIST-Zelllinie — bei 0.9-2.2 lag. Das T/M dient als MaR fur die Bildqualitat, da
hierdurch der Kontrast zwischen Tumor- und Muskelgewebe beschrieben wird: Je
hoher das T/M, desto mehr Radiotracer akkumuliert im Tumor verglichen zum
Muskelgewebe und desto besser kann der Tumor in der PET-Bildgebung von
umliegendem Gewebe unterschieden werden. Die GIST-T1-Tumoren konnten mit
einem T/M von 0.9 2 h p.i. demnach nicht von Muskelgewebe differenziert werden,
da sie eine fast identische Radiotracer-Aufnahme zeigten. Bessere Ergebnisse
konnten bei den GIST882- und GIST430-Tumoren 2 h p.i. erzielt werden, die ein T/M
von 2.2 bzw. 1.8 aufwiesen.

Unerwartet hoch war die Anreicherung in Pankreas und Knochen, wobei sich die
Anreicherung in das Pankreas durch das physiologische Vorhandensein von
Rezeptoren aus der PDFGR-Familie erkldaren lasst, zu der auch PDGFRA und KIT
gehéren, die dort unter anderem die Insulin-Exkretion beeinflussen.®” Auf diese
Weise lage im Pankreas vermutlich eine hauptsachlich spezifische Bindung (siehe
Kapitel 3.4.1.1) vor. Die Akkumulation in den Knochen hingegen deutet auf eine
Abspaltung von [*8F]Fluorid aus dem Radiotracer hin, da sich [*®F]Fluorid bevorzugt
in den Knochen als Fluorapatit anreichert. Die hohe Stabilitat von FNI in humanem
und murinem Serum fiihrte deshalb zur Hypothese, dass [*¥F]Fluorid durch
hepatischen Metabolismus — beispielsweise durch Cytochrom P450 Enzyme —
freigesetzt wurde. Diese Hypothese wird in Kapitel 3.4.1.2 genauer beschrieben.
Auffallend hoch war die Anreicherung von FNI in den Nieren, vor allem im Vergleich
zu Dinndarm und Leber (entsprechen dem hepatobilidren Exkretionsweg). Dieser
Effekt wurde vermutlich durch die erhéhte Hydrophilie herbeigefiihrt und zeigte
eine Verschiebung von hepatobilidrer zu renaler Exkretion. Wahrend bei Glekas et
al. mit SKI696 die Anreicherungen in Leber (11.8 %ID/g) und Niere (11.1 %ID/g) in
etwa gleich hoch waren,”? konnte mit FNI eine etwa dreifach héhere renale
Akkumulation (14.4-24.1 %ID/g) verglichen mit der Anreicherung in der Leber (5.5-
8.0 %ID/g) erzielt werden. Diese Ergebnisse gaben erste Hinweise auf die in vivo-
Verteilung von Fluor-Norimatinib, jedoch muss beachtet werden, dass diese nur den
Zeitpunkt 2 Stunden nach Injektion wiedergeben und somit zu friiheren Zeitpunkten
hiervon deutlich abweichen kénnen.
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Abb. 77: Darstellung der Daten aus Biodistributionsstudien mit dem Radiotracer [**F]FNI 2 h p.i.
Evaluiert wurde die Aktivitatsverteilung in tumortragenden Balb/c SCID-Mausen (n = 5).

Durch Auswerten der PET-Daten war es moglich, die Verteilung des Radiotracers in
vivo dynamisch darzustellen und somit den Zeitpunkt mit der maximalen
Anreicherung in den Organen zu bestimmen. Dazu wurden VOIs (volumes of
interest) in die entsprechenden Organe gelegt und ausgewertet, wie Vviel
Radioaktivitat sich zu jedem Zeitpunkt in diesen VOIs befand (Abb. 78).
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Abb. 78: Darstellung der Verteilung des Radiotracers an ausgewahlten Organen Gber 90 Minuten
nach Injektion von [*®F]FNI am Beispiel einer tumortragenden Balb/c SCID-Maus.
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Dabei konnten einige Beobachtungen aus der Biodistribution nach 2 Stunden
bestatigt werden. So zeigte sich in den Nieren eine konstant etwa doppelt so hohe
Anreicherung wie in der Leber, was durch eine erhohte renale Ausscheidung des
Tracers bedingt wurde. Auffdllig war jedoch die Aktivitats-Akkumulation in der
Gallenblase, die bei fast allen Tieren beobachtet werden konnte. Dies spricht fir
eine hepatobilidare Metabolisierung von FNI, die sich auch durch Anreicherung im
Diinndarm bemerkbar machte und durch die dynamische PET-Akquisition Gber den
gesamten Messzeitraum verfolgt werden konnte.

Ebenfalls durch die Auswertung der PET-Daten bestdtigt wurde die geringe
Aktivitats-Akkumulation von [*¥F]FNI in den unterschiedlichen GIST. Sowohl die
Anflutung, als auch der Washout der Aktivitat erfolgten in den Tumoren und
Muskelgeweben mit einer dhnlichen Kinetik, sodass das T/M zu keinem Zeitpunkt
deutlich erhoht war (Abb. 79). Problematisch fiir die Auswertung war dabei vor
allem das Volumen des Muskel-VOIs. Aufgrund der Groe des verwendeten
Mausstamms konnte der Radius des VOlIs auf maximal 1-1.5 mm festgelegt werden,
ohne andere Gewebe, wie z.B. Knochen, mit einzubeziehen. Um dennoch eine
ausreichend hohes Volumen zu erhalten, wurden zwei Muskel-VOls in das rechte
Bein gelegt und ein Mittelwert aus den erhaltenen Daten gebildet. Dadurch konnte
das SNR erhoht werden und Schwankungen des SUV im Muskel wurden deutlich
reduziert. Somit ergaben sich bei Mausen mit GIST-T1-Tumoren ein T/M von 0.98 +
0.21 in den ersten 15 Minuten der Messung, welches bis zum Messende
kontinuierlich auf 0.69 + 0.22 sank (Abb. 79), was sich ebenfalls in den PET-Bildern
zeigte, da dort kein Tumor detektiert werden konnte. Fir die GIST882-Tumoren
konnte ein hoheres T/M von 1.51 + 0.43 (0-15 min) ermittelt werden, wobei das
T/M hier auch tber langere Bereiche deutlich hohere Werte von 1.50-2.00 aufwies.
Im Gegensatz zu den GIST-T1-Tumoren konnten in diesen Bereichen dadurch
GIST882-Tumore mittels PET-Bildgebung dargestellt werden. Die zeitlichen Bereiche
der maximalen T/Ms unterschieden sich jedoch innerhalb der Tiere, sodass die
maximale Tumoranreicherung teilweise nach 10 Minuten, in anderen Fallen erst
nach 30 Minuten stattfand. Danach sank das T/M auf 1.30 * 0.36 (30-45 min) und
blieb auf diesem Niveau bis zum Messende. Bei den GIST430-Tumoren konnte
hingegen nur in den ersten 15 Minuten ein leicht erhohtes T/M von 1.18 * 0.29
beobachtet werden, das anschliefend auf 1.04 + 0.21 (15-30 min) fiel. Da ebenfalls
die maximalen T/Ms geringere Werte als die der GIST882-Tumoren aufwiesen,
zeigte sich in den PET-Bildern ein geringerer Kontrast (Abb. 80). Wie auch schon bei
GIST882-Tumoren variierte die Dauer bis zur maximalen Tumoranreicherung
zwischen 5 und 20 Minuten. Mogliche Grinde fir die unterschiedlichen Tumor-
Akkumulationen kdnnten Varianzen der Gewichte der Mause (14-24 g), der Tumor-
Volumina, der Nahrungsaufnahme wund der molaren Aktivitdten (0.99-
6.84 GBg/umol) sein.
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Abb. 79: Durchschnittliche Verteilung (A-C) von [*¥F]FNI in Tumor und Muskel, sowie das sich
daraus ergebende T/M (D) Giber 90 Minuten nach Injektion. A: GIST-T1 (n = 5). B: GIST882
(n =4). C: GIST430 (n = 5). D: T/M jeweils Gber 15-Minuten-Intervalle gemittelt.

Da diese Ergebnisse nicht mit den Erwartungen aus den in vitro-Evaluierungen
Ubereinstimmten, musste untersucht werden, welche Faktoren die in vivo-
Ergebnisse beeinflusst haben kdnnten. Ein Problem kdnnte die fiir Radiotracer
relativ niedrige Bindungsaffinitdit von FNI gegeniliber den KIT-Mutanten sein.
Zusammen mit der hohen Lipophilie fihrte dies wahrscheinlich vermehrt zu
unspezifischer Bindung und damit einem hohen Hintergrund-Signal, was in den
Permeabilitats-Evaluierungen bereits festgestellt werden konnte. In vivo sollte
hingegen ein Washout stattfinden, da durch das dynamische System unspezifisch
gebundene Radiotracer wieder abtransportiert werden kénnen, um entweder im
Blutkreislauf wieder fir spezifische Bindung zur Verfligung zu stehen oder
ausgeschieden werden. Bei diesen in vivo-Untersuchungen konnte allerdings kein
ausreichender Washout beobachtet werden, wodurch das durch unspezifische
Bindung erzeugte Hintergrund-Signal kaum reduziert wurde. Durch eine hoéhere
Bindungsaffinitat konnte der Washout des Radiotracers aus dem Zielgewebe
verlangsamt werden, da die spezifische Bindung dann stiarker wadre als die
unspezifische.
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Abb. 80: MIPs (maximum intensity projections) der GIST-tragenden Mause 18 Minuten nach
Injektion von [*®F]Fluor-Norimatinib. A-C: Darstellung des SUVs von 0-10 g/mL. Hier sind
hauptsachlich Gallenblase, Nieren, Dinndarm und Blase sichtbar. D-F: Darstellung des
SUVs von 0.2-1.8 g/mL. Die Lokation der Tumoren ist mit einem pinken Pfeil
gekennzeichnet.

Eine weitere Erhohung des SNR konnte durch eine groRRere Anzahl an KIT-
Rezeptoren erreicht werden, da dadurch die Wahrscheinlichkeit steigt, dass die
Bindung zum Target ausgebildet wird, bevor der Radiotracer durch unspezifische
Bindung nicht mehr frei verfligbar ist. Hier spielt eventuell der Wirkmechanismus
von Imatinib eine Rolle, da Imatinib nur an die inaktive Form der Kinase bindet. Der
genaue Mechanismus der Bindung ist bisher nicht geklart, allerdings wird unter
anderem davon ausgegangen, dass sich die theoretisch permanent aktiven Tyrosin-
kinasen bei GIST in einem dynamischen Gleichgewicht mit der inaktiven Form
befinden, welche allerdings nur kurzfristig vorliegt.** Dadurch sinkt die Wahr-
scheinlichkeit der Bindung eines Inhibitors stark ab und kdénnte im Rahmen einer
PET-Messung problematisch sein, vor allem wenn die geringen Stoffmengen an
Radiotracer (hier etwa 1-10 nmol/Injektion) miteinbezogen werden. Zusatzlich
konnte durch die niedrige molare Aktivitat (3.1 + 1.7 GBg/umol) dieser Effekt
verstarkt worden sein, da die nicht-radioaktive Verbindung zwar die Kinase
inhibiert, aber kein Signal erzeugt.

Neben diesen Faktoren war jedoch die unterschiedliche Vaskularisierung der
Tumore ein ausschlaggebender Punkt. Consolino et al. konnten zeigen, dass die
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Vaskularisierung und Permeabilitdit der hier verwendeten GIST-Zelllinien
untereinander stark variierte. So konnte bei den GIST430-Tumoren eine etwa 2.6-
3.9-fach hohere Permeabilitdit der Gefalle als bei den GIST-T1- und GIST882-
Tumoren gemessen werden, was dazu fihrt, dass eine Anreicherung in den
GIST430-Tumoren beglinstigt wird. Dies wird durch eine 2.5-5.0-fach starkere
Vaskularisierung der GIST430-Tumoren, verglichen mit den anderen GIST, zusatzlich
verstarkt, wodurch sich die unerwartet hohe Aufnahme von FNI in den GIST430-
Tumoren, trotz der niedrigen Bindungsaffinitit von FNI, erklaren ldsst.1%® Die
Imatinib-resistenten GIST430-Tumore besitzen neben einer in-frame-Deletion in
Exon 11 noch die Mutation V654A,'% die eine sehr geringe Bindungsaffinitat sowohl
von Imatinib, als auch von FNI (ICso > 9000 nM, siehe Kapitel 3.3.4) erzeugt.
Dennoch konnten Consolino et al. in Therapiestudien von Madusen mit Imatinib
feststellen, dass auch GIST430-Tumore auf die Gabe von Imatinib ansprachen, wenn
auch deutlich schwacher als GIST-T1- und GIST882-Tumore.'%> Bauer et al. konnten
ebenfalls zeigen, dass GIST430-Zellen in vitro nicht komplett resistent gegeniber
Imatinib waren,*? was mit den Ergebnissen aus dem Permeabilitdts-Untersuchungen
aus dieser Arbeit (Kapitel 3.3.2) Ubereinstimmt, da auch dort eine spezifische
Anreicherung nachgewiesen werden konnte. Unter Berlicksichtigung dieser
Faktoren ist die beobachtete Aufnahme von FNI bei GIST430-Tumoren
nachvollziehbar. Ebenso lasst sich die fehlende Anreicherung in GIST-T1-Tumoren
anhand ihrer schlechten Vaskularisierung begriinden, die unter anderem durch das
schnelle Tumorwachstum in vivo hervorgerufen worden sein kann. Aufgrund der
schwachen Durchblutung und der geringen Permeabilitdit der GefdaBe wurde
erschwert, dass der Radiotracer in den Tumor gelangte und deshalb nicht an das
Target binden konnte. Da die GIST-T1-Tumore in beiden Parametern die niedrigsten
Werte der hier untersuchten Tumoren aufweisen, lasst sich dadurch die fehlende
Anreicherung von [*¥F]FNI in GIST-T1-Tumoren erkldren. GIST882-Tumoren
hingegen besitzen eine 1.5-fach hohere Permeabilitdt und eine doppelt so hohe
Vaskularisierung als GIST-T1-Tumore, was ausreichend war, um deutlich hoéhere
T/M zu erzielen, obwohl GIST882-Zellen eine geringere Sensibilitdt gegeniber
Imatinib besitzen sollten als GIST-T1-Zellen. Somit scheint die Angiogenese in den
Tumoren einen entscheidenden Einfluss auf die Anreicherung des Radiotracers zu
haben. Die starke physiologische Varianz zwischen den GIST-Zelllinien Iasst
vermuten, dass der Einfluss der Vaskularisierung starker ist als der Einfluss der
Bindungsaffinitat des Radiotracers, womit ein praktischer Einsatz von ['F]FNI als
PET-Diagnostikum zur Unterscheidung der Imatinib-Sensitivitdt bei GIST nicht
zielfihrend erscheint. Die Einfliisse der weitreichenden Unterschiede beziglich
Morphologie und Vaskularisierung von GIST miissen noch weiter in die Entwicklung
eines geeigneten Radiotracers einflieBen, um eventuell falsche Rickschlisse bei
Diagnosen fiir eine Therapieumstellung zu ziehen.
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3.4.1.1 Koinjektion von Imatinib

Die Uberpriifung auf Spezifitit erfolgt in sogenannten Blockade-Experimenten, bei
denen eine bekannte Verbindung als Kompetitor koinjiziert wird, die mit dem
Radiotracer um die gleiche Bindungsstelle konkurriert. Durch den groRen
Uberschuss des Kompetitors wird der Radiotracer im Idealfall komplett aus der
Bindungsstelle verdrangt. Unspezifische Bindung des Radiotracers wird durch den
Kompetitor Ublicherweise nicht signifikant verandert, sodass durch den Vergleich
des Blockade-Experiments mit dem normalen Experiment ermittelt werden kann,
wie spezifisch die Bindung des Radiotracers ist.

Durch Koinjektion von Imatinib sollte so die Spezifitat von FNI in ersten Pilot-
Experimenten (ein Tier je Zelllinie) Gberprift werden. Dabei wurden vor der
Injektion des Radiotracers 200 pg Imatinib in gepufferter Losung intravenos
verabreicht, was einem mindestens 50-fachen Uberschuss (verglichen mit der
Menge an Radiotracer) entsprach. In der Biodistribution nach der PET-Messung
konnte bei GIST-T1-Tumoren eine Reduktion der Tumoraufnahme von 0.80 + 0.17
%ID/g auf 0.38 %ID/g beobachtet werden, wahrend bei GIST882-Tumoren eine
unveranderte Tumoraufnahme von 1.47 %ID/g (99%) vorlag und bei GIST430-
Tumoren eine Erhohung der Tracer-Anreicherung von 1.22 + 0.24 %ID/g auf 3.91
%ID/g stattfand. Bei den Imatinib-resistenten GIST430-Tumoren wurde keine
Reduktion der Tumoranreicherung erwartet, da hier theoretisch keine spezifische
Bindung vorliegen sollte. Da jedoch, wie bereits erwdhnt, keine vollstandige
Resistenz gegenliber Imatinib vorliegt, ware auch hier eine Reduktion der Tracer-
Anreicherung zu erwarten. Die tatsachlich beobachtete Erhéhung der Akkumulation
kénnte durch die langsamere Metabolisierung von ['®F]FNI bei den Blockade-
Experimenten erklart werden, da die Cytochrom P450-Enzyme durch den
Uberschuss an Imatinib okkupiert sind und somit durch die langere Zirkulations-
dauer im Blut eine groRere Menge an Radiotracer den Tumor erreichen kann.
Dennoch scheint eine Verdreifachung der Tumoranreicherung allein durch diesen
Effekt unwahrscheinlich, sodass von einem statistischen Fehler ausgegangen
werden sollte, da fir die Blockade-Experimente nur ein Tier je Zelllinie verwendet
wurde. Dass trotz Blockade-Experiment bei den Imatinib-sensitiven GIST keine
vollstandige Verdrdangung des Radiotracers erreicht werden konnte, konnte zum
einen an unspezifischer Bindung im Tumor liegen, zum anderen darauf hinweisen,
dass der Uberschuss an Kompetitor zu gering war. In den Untersuchungen der
Permeabilitat (Kapitel 3.3.2) und in den kompetitiven Bindungsassays (Kapitel 3.3.3)
wurde selbst durch bis zu 5000-fachen Uberschuss an Imatinib keine vollstindige
Verdrangung erreicht, was auf eine unspezifische intrazelluldre Akkumulation des
Radiotracers hinweist. Da die Verwendung eines so hohen Uberschusses aufgrund
der Loslichkeit in vivo nicht moglich war, wurde auch nur mit einer teilweisen
Verdrangung des Radiotracers aus dem Tumor gerechnet. Dadurch wurde das
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Tumor-zu-Muskel-Verhaltnis durch die Koinjektion von Imatinib nur geringfiigig
beeinflusst (Abb. 81).
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Abb. 81: Vergleich der Tumor-zu-Muskel-Verhiltnisse (T/M) von [8F]FNI in GIST-T1 (A), GIST882 (B)
und GIST430 (C), jeweils ohne und mit Koinjektion von Imatinib (Ima) Gber 90 Minuten
nach Injektion. T/M jeweils Giber 15-Minuten-Intervalle gemittelt.

Allerdings konnten in den Blockade-Experimenten die Radiotracer-Aufnahme in
Pankreas, Nieren und Dinndarm bei allen Tieren gesenkt werden. Die Anreicherung
in das Pankreas konnte durch die Koinjektion von Imatinib von 5.20-6.40 %ID/g auf
0.77-1.98 %ID/g (entspricht einer Reduktion um 65-88%) gesenkt werden, was auf
eine grofdteils spezifische Bindung — wahrscheinlich zu den in Kapitel 3.4.1
erwahnten PDGF-Rezeptoren — deutet. Ein moglicher Grund fiir diese relativ hohe
spezifische Anreicherung konnte die gute Durchblutung des Pankreas sein, wodurch
der Radiotracer — und auch der Kompetitor — dort starker akkumulieren als im
Tumor. Ebenso konnte die Anreicherung in den Nieren um 39-83% (von 14.37-24.13
%ID/g auf 4.22-10.07 %ID/g) und im Dinndarm um 40-61% (von 11.45-12.40 %ID/g
auf 4.48-7.47 %ID/g) gesenkt werden, was sich durch die bereits beschriebene
langsamere Metabolisierung erklaren lasst. In der aktuellen Literatur finden sich
weiterhin Hinweise, dass manche Rezeptoren der PDGFR-Familie in den
Mesangiumzellen der Nierenglomeruli ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
Proliferation, Migration und Produktion von extrazelluldrer Matrix spielen.'1° Somit
konnte eine Blockade dieser Rezeptoren in den Nieren durch Imatinib ebenfalls zu
einer Verringerung der Aktivitats-Akkumulation beigetragen haben.

3.4.1.2 Koinjektion von Ketoconazol

Im Zuge der PET-Auswertungen konnte ein stetiger Anstieg der Knochen-
anreicherung mit der Zeit beobachtet werden. Da [*8F]FNI sowohl in gepufferter
Losung, als auch in humanem, sowie murinem Serumeine hohe Stabilitat aufweisen
konnte, wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der Knochen-
anreicherung und der hepatobilidren Metabolisierung des Radiotracers bestand.
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Enzyme der Cytochrom P450-Familie haben die Funktion, vorwiegend kérperfremde
Stoffe zu metabolisieren, weswegen die beobachtete Freisetzung von [*¥F]Fluorid
aus dem Radiotracer vermutlich durch diese Enzyme verursacht wurde. Eine
Inhibition dieser Enzyme sollte daher zu einer verminderten Metabolisierung des
Radiotracers in der Leber und damit einer reduzierten Aktivitats-Anreicherung in
Knochen und Leber fiihren.

Die Koinjektion des potenten CYP-Inhibitors fliihrte in der Biodistribution 2 Stunden
nach Injektion allerdings nicht zu einheitlichen Ergebnissen. So variierte die
Aktivitats-Akkumulation in der Leber stark (50-150% verglichen mit den Ergebnissen
ohne Ketoconazol), was vermutlich auf die geringe Anzahl an Tieren in diesem
Versuch zurickzufihren ist. Die Daten aus der dynamischen PET-Bildgebung
konnten ebenfalls zeigen, dass die Koinjektion von Ketoconazol keine eindeutigen
Rickschliisse zuldsst, allerdings schien die Kinetik der hepatobilidgren Radiotracer-
Anreicherung nicht signifikant verdandert gegenliber den Versuchen ohne
Ketoconazol. Durch die starke Varianz zeigte zwar auch die absolute Aktivitats-
Anreicherung in den Knochen in der Biodistribution 2 Stunden nach Injektion kein
eindeutiges Ergebnis, jedoch konnte in den dynamischen PET-Datensatzen beob-
achtet werden, dass die Anreicherung in den Knochen bei zwei von drei Tieren
langsamer stattfand. Da Uber fast den gesamten Messbereich eine lineare Kinetik
vorlag, konnte Uber die Steigung dieser Geraden die Geschwindigkeit der
Akkumulation berechnet werden. Durch die Koinjektion von Ketoconazol ver-
ringerte sich diese Steigung bei dem GIST-T1-Tumor von 34.7 + 13.8 mg/(L's) auf
25.7 mg/(L's) (Reduktion um 26%) und bei dem GIST430-Tumor von 34.3 + 10.2
mg/(L-s) auf 18.0 mg/(L's) (Reduktion um 47%) verglichen mit den Experimenten
ohne Ketoconazol (Abb. 82). Dies spricht fur eine Metabolisierung von [*8F]FNI
durch CYP-Enzyme, bei der [*®F]Fluorid freigesetzt wird und sich in den Knochen
einlagert. Bei dem GIST882-Tumor hingegen blieb die Geschwindigkeit der
Knochenanreicherung nahezu unverandert (37.5 + 13.2 mg/(L-s) bzw. 43.2 mg/(L-s)),
was auf mogliche experimentelle Fehler zurlickzufiihren sein kdnnte. So kdnnte
beispielsweise die Injektion ganz oder teilweise paravents — also neben die Vene —
erfolgt sein, wodurch nicht die gesamte Menge an Ketoconazol intravends injiziert
wurde, sondern subkutan vorlag. Dies hatte zur Folge, dass Ketoconazol nicht
ausreichend schnell in die Leber transportiert werden konnte und somit nicht die
CYP-Enzyme inhibieren konnte. Ketoconazol wurde zudem nur in initialen
Versuchen appliziert, sodass nur ein Tier je Zelllinie dafiir verwendet wurde,
wodurch auch statistische Fehler nicht ausgeschlossen sind.
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Abb. 82: Vergleich von Tumor-, Muskel- und Knochen-Uptake tiber 90 Minuten nach Injektion von
[*®F]FNI ohne (A) und mit Ketoconazol (B). Deutlich zu sehen ist die reduzierte
Knochenanreicherung mit Ketoconazol bei GIST430-Tumoren, sowie ein deutlich erhéhtes
T/M (C).

Bei der Betrachtung des T/M konnte bei den GIST-T1- und GIST882-Tumoren kein
wesentlicher Unterschied erkannt werden (0.72 + 0.17 statt 0.98 + 0.21 bzw. 1.32
0.17 statt 1.51 + 0.43 in den ersten 15 Minuten), allerdings zeigte der GIST430-
Tumor eine signifikante Erhéhung des T/M von 1.18 + 0.29 auf 2.84 £ 0.57 in den
ersten 15 Minuten. Zwar muss berticksichtigt werden, dass es sich um ein einzelnes
Tier handelte, allerdings konnte hier durch Koinjektion von Ketoconazol die
Bildqualitat derart erhoht werden, dass der Tumor deutlich besser durch die PET-
Bildgebung detektiert werden konnte (Abb. 83).
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Abb. 83: PET-Bilder von GIST430-tragenden Mausen 18 Minuten nach Injektion von [*®F]Fluor-
Norimatinib. A, B: Darstellung der MIPs ohne (A) und mit Koinjektion von Ketoconazol (B).
C, D: Ebenendarstellung ohne (C) und mit Ketoconazol (D). Die Lokation der Tumoren ist
mit einem pinken Pfeil gekennzeichnet.

Problematisch war allerdings die bereits erwdhnte geringe Loslichkeit von
Ketoconazol wunter physiologischen Bedingungen. Selbst unter optimierten
Bedingungen und unter Zuhilfenahme von Tensiden konnte nur eine maximale
Konzentration von 0.9 mg/mL erreicht werden, damit eine stabile Losung vorlag, bei
der sich wahrend der Injektion kein Niederschlag bildete, der Katheter oder
BlutgefdaBe blockieren konnte. Aufgrund dieser geringen Loslichkeit konnte bei
diesen Vorversuchen nicht die gewilinschte Menge von 200 pg Ketoconazol pro
Maus injiziert werden, sondern nur 45 ug. Dennoch zeigte schon die Verwendung
dieser geringen Menge messbare Effekte, sodass in weitergehenden Unter-
suchungen zur Inhibition der CYP-Enzyme mittels Ketoconazol auf andere Appli-
kationswege (z.B. peroral via Schlundsonde) zurlickgegriffen werden sollte, um den
Einfluss auf die Metabolisierung des Radiotracers zu evaluieren. Insgesamt lieferten
diese Experimente aber bereits wichtige Hinweise auf die hepatobilidare Meta-
bolisierung von FNI durch CYP-Enzyme, bei der Fluorid aus Fluorpyridinen
abgespalten wird. Des Weiteren kénnte durch diese Erkenntnis Ketoconazol gezielt
eingesetzt werden, um die Stabilitdt von Fluorpyridinen in vivo zu erhéhen, was
potentiell auch auf andere Radiotracer angewendet werden konnte.
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3.4.2 [15F]Fluor-DOG1

Fiir eine erste Evaluierung von [*®F]Fluor-DOG1 als GIST-spezifischen Radiotracer
wurden analog zu den Versuchen mit [*8F]Fluor-Norimatinib ebenfalls Balb/c SCID-
Mause verwendet, denen GIST430-Tumore inokuliert wurden. Nachdem die Tumore
einen Durchmesser von etwa 8 mm erreicht hatten, wurde der Radiotracer den
Tieren intravends injiziert und eine 90-minttige PET-Messung, gefolgt von einer 30-
minlten CT-Messung unter Narkose durchgefiihrt. Nach der Totung der Tiere
wurden die Organe zur Bestimmung der Aktivitatsanreicherung (2h p.i., Abb. 84)
entnommen und im Gamma-Counter vermessen.
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Abb. 84: Darstellung der Daten aus Biodistributionsstudien mit dem Radiotracer [*¥F]F-DOG1 2 h
p.i. Evaluiert wurde die Aktivitdtsverteilung in zwei tumortragenden (GIST430) Balb/c
SCID-Mausen.

Wie bereits in Kapitel 3.3.1.2 beschrieben, wurde in der in vivo-Evaluierung eine
unerwartete Pharmakokinetik beobachtet, weshalb die Stabilitdt von [*3F]Fluor-
DOG1 in murinem Blutserum Uberprift wurde. Da sich hierbei zeigte, dass eine
rasche Metabolisierung des Radiotracers stattfand, beziehen sich die in diesem
Kapitel vorgestellten Daten auf die Biodistribution von [*®F]Fluor-DOG1 und dessen
Metaboliten.

Neben einer hohen Anreicherung in den Ausscheidungsorganen Niere (17.3 bzw.
10.7 %ID/g), Leber (37.7 bzw. 15.1 %ID/g) und Diinndarm (8.2 bzw. 8.3 %ID/g)
zeigte sich eine auffallend hohe Aktivitatsanreicherung in den Nebennieren von
68.8 bzw. 23.9 %ID/g (Abb. 84). Da in der Literatur keine Hinweise zur erh6hten
Expression von DOG1 in den Nebennieren zu finden waren, ware denkbar, dass
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[*8F]Fluor-DOG1 oder dessen Metabolit an andere Rezeptoren in der Nebenniere
bindet. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass Messfehler bei der
Bestimmung des geringen Gewichts der Nebennieren (<0.01 g) die Ergebnisse
verfalscht haben. Die hohe Anreicherung in der Leber und im Dinndarm kénnte sich
durch die hohe Lipophilie von [*8F]Fluor-DOG1 und dessen Metaboliten erklaren,
die vermutlich der hepatischen Metabolisierung durch CYP-Enzyme (bspw.
Demethylierung, Hydroxylierung, Debenzylierung) unterlagen. Interessanterweise
fand im Herz eine deutlich hohere Aktivitatsanreicherung (14.9 bzw. 5.2 %ID/g) statt
als im Blut (1.4 bzw. 1.0 %ID/g) oder in Muskelgewebe (3.3 bzw. 2.3 %ID/g). Da
nicht geklart werden konnte, ob diese Anreicherung durch den Radiotracer oder
einen Metaboliten verursacht wurde, lasst sich keine eindeutige Aussage treffen,
inwiefern eine spezifische Bindung vorliegen koénnte. Gleiches gilt fir die
ungewohnlich hohe Aktivitdtsanreicherung im Gehirn (3.4 bzw. 2.1 %ID/g), die
naher untersucht werden sollte. Auch konnte die hohe Anreicherung in der Lunge
(11.8 bzw. 4.7 %ID/g) aufgrund der Metabolisierung des Radiotracers nicht mehr
eindeutig den dort physiologisch vorkommenden Kalzium-aktivierten Chloridionen-
Kanilen (u.a. DOG1) zugeordnet werden.®®%> Dem entgegen steht jedoch die
geringe Aktivitatsakkumulation in den GIST430-Tumoren, die nur 2.0 bzw. 1.6 %ID/g
betrug. Somit ergab sich ein T/M von 0.60 bzw. 0.67, also eine deutlich héhere
Anreicherung in Muskelgewebe verglichen mit dem Tumor. Da GIST430-Tumore den
lonenkanal DOG1 (berexprimieren und eine ausreichend hohe Vaskularisierung
aufweisen, ware denkbar, dass durch die rasche Metabolisierung des Radiotracers
die Bindungsaffinitdt zu DOG1 verloren ging und deswegen keine Anreicherung
stattfand.

Die Ergebnisse aus den dynamischen PET-Messungen (Abb. 85, Abb. 86) waren in
Einklang mit den Ergebnissen aus der Biodistribution 2 h p.i. Es zeigte sich bei
beiden Tieren eine starke Aktivitatsanreicherung in der Leber mit einer langsamen
Exkretion, wobei die Anreicherung im Darm fast konstant blieb. Ebenso zeigte sich
nach einer anfanglich schnellen Anflutung von Aktivitat in die Nieren keine bzw.
kaum Exkretion in die Blase. Ob diese Akkumulation in den Nieren durch spezifische
Bindung von [*3]Fluor-DOG1 bzw. einem Metaboliten hervorgerufen wurde, sollte in
weitergehenden Studien Uberpriift werden. Bei Betrachtung der Aktivitats-
anreicherungen in Tumor- und Muskelgewebe konnte beobachtet werden, dass in
beiden Geweben eine &hnliche Kinetik vorlag und somit konstant ein T/M von
0.41 £ 0.04 bzw. 0.50 £ 0.15 (jeweils gemittelt tiber 90 min) ermittelt wurde. Dabei
sollte beachtet werden, dass in der Biodistribution 2h p.i. im Tumor eine héhere
Aktivitatsakkumulation vorlag als im Blut und somit von einer ausreichend hohen
Vaskularisierung des Tumors auszugehen war. Allerdings kdnnte die metabolische
Instabilitdt des Radiotracers dazu gefiihrt haben, dass fiir die Wechselwirkung zu
DOG1 relevante Strukturelemente von [*F]Fluor-DOG1, wie beispielsweise die
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3,4,5-Trimethoxybenzoylgruppe, abgespalten wurden und somit keine ausreichende
Bindungsaffinitat mehr vorhanden war.
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Abb. 85: Darstellung der Verteilung von ['®F]Fluor-DOG1 an ausgewihlten Organen iber 90
Minuten nach Injektion am Beispiel einer tumortragenden (GIST430) Balb/c SCID-Maus.

Abb. 86: MIPs (A: CT, B: PET, C: Fusion aus PET und CT) bzw. koronarer Schnitt (D: PET/CT) einer
Maus mit GIST430-Tumor nach Injektion von [*®F]Fluor-DOG1. Darstellung des SUVs (PET)
von 0-67 g/mL (60 min p.i.,, A-C), bzw. von 0-50 %ID/g (85 min p.i., D). Sichtbar ist
hauptsachlich die Aktivitdts-Anreicherung in der Leber, sowie in den Nieren. Die Lokation
des Tumors ist mit einem pinken Pfeil gekennzeichnet. 1: Injektionsstelle. 2: Leber. 3:
Nieren.

Da es sich hierbei um Pilot-Versuche mit 2 Tieren handelte, sollten die
Untersuchungen mit einer groBeren Anzahl an Tieren und mit unterschiedlichen
GIST-Zelllinien durchgefiihrt werden, um eine aussagekraftige Statistik zu
generieren. Zuvor jedoch muss der Radiotracer bezliglich seiner in vivo-Stabilitat
optimiert werden, da ansonsten keine eindeutigen Schliisse aus den Daten gezogen
werden koénnen. Bei den sich daraus anschlieRenden Untersuchungen ist es
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unbedingt erforderlich, Blockade-Experimente durchzufiihren, um die Spezifitat der
Anreicherungen zu bestimmen.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Zur Bildgebung von gastrointestinalen Stromatumoren mittels Positronen-
Emissions-Tomographie sollten niedermolekulare '8F-markierte Radiotracer
entwickelt und evaluiert werden, die eine genauere Diagnostik als ['®F]FDG
erlauben. Dazu sollte zum einen ein Radiotracer zur funktionellen Bildgebung
entwickelt werden, der die Rezeptor-Tyrosinkinase KIT adressiert. Auf diese Weise
sollte die Sensitivitdt des Tumors gegeniliber Imatinib mittels PET dargestellt
werden, wodurch Resistenzen friihzeitig detektierbar sein sollten. Zum anderen
sollte ein Radiotracer entwickelt werden, der an den GIST-spezifischen lonenkanal
DOG1 bindet und damit ermoéglicht, GIST ohne invasive Biopsie von anderen
Tumoren unterscheiden zu kdénnen.

Synthese und Radiomarkierung der Imatinib-Derivate

Aufgrund der hepatobilidren Metabolisierung von Imatinib wurde das '8F-Radiolabel
nicht Gber den Piperazin-Ring, sondern lber den Pyridin-Ring eingefiihrt, da diese
Position als metabolisch stabiler erachtet wurde. Um gleichzeitig die Pharmako-
kinetik — verglichen mit bisherigen !®F-markierten Imatinib-Derivaten — zu
verbessern, wurde auf die Methylgruppe am Piperazin-Ring verzichtet, da hierdurch
die Lipophilie gesenkt und somit die unerwiinschte Akkumulation in der Leber
reduziert werden sollte. Als Vorlaufer fiir diese Zielstruktur sollte ein Nitropyridin-
Derivat von Norimatinib, dem biologisch ahnlich aktiven Hauptmetaboliten von
Imatinib, synthetisiert werden. Da herkdmmliche Synthesen fiir Imatinib nicht
kompatibel mit der Einflihrung der Nitro-Abgangsgruppe waren, musste eine neue
Synthese entwickelt werden. Im ersten Versuch wurden dazu zwei Fragmente — ein
2-Chlorpyrimidin- und ein Anilin-Derivat — im letzten Schritt der 6-stufigen Synthese
kondensiert, was allerdings nur fiir den Fluor-Standard erfolgreich durchgefiihrt
werden konnte (Abb. 87), da die harschen Reaktionsbedingungen der Kondensation
nicht mit dem Nitro-Derivat kompatibel waren. Fiir die Synthese des Nitropyridin-
Vorlaufers musste deshalb eine alternative Synthesestrategie entwickelt werden.
Hierbei konnte die Kondensation der 2-Chlorpyrimidin-Verbindung mit einem
Phenylendiamin-Derivat erfolgreich am Anfang des Syntheseweges durchgefiihrt
werden. Alle nachfolgenden Reaktionsschritte konnten dadurch unter milden
Bedingungen erfolgen. Uber diese neue 7-stufige Synthesestrategie konnte so der
Nitropyridin-Vorlaufer im Hundert-Milligramm-MaRstab erhalten werden. Die
notwendige Reinheit des Nitropyridin-Vorldufers von 98% wurde mittels Saulen-
chromatographie und Umkristallisation erreicht, sodass auf eine aufwendige
Aufreinigung mittels semipraparativer HPLC verzichtet werden konnte.
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Abb. 87: Darstellung der wichtigsten Schritte der beiden verwendeten Synthesewege. Der Boc-
geschiitzte Nitropyridin-Vorldufer (R%: NO2, R% Boc) war nur iiber den 2. Syntheseweg
zuganglich, wahrend der Fluor-Standard (R': F, R% H) lber den 1. Syntheseweg
synthetisiert werden konnte.

Die Radiomarkierung von [*®F]Fluor-Norimatinib wurde als zweistufige Synthese
realisiert (Abb. 88). Der erste Schritt — die Radiofluorierung — fand zwar unter
harschen Bedingungen statt, konnte allerdings eine exzellente [*8F]Fluorid-
Inkorporation von 82.8 + 3.6% vorweisen. Dabei konnte beobachtet werden, dass
die Stabilitit des entstehenden ['8F]Fluorpyridin-Derivats abhangig von der
Vorlaufer-Konzentration war und nur unter optimierten Reaktionsbedingungen
keine Freisetzung von zuvor inkorporiertem [*8F]Fluorid stattfand. Die nachfolgende
saure Entschlitzung wies zundchst nur eine geringe Reaktionsgeschwindigkeit auf,
wobei erhebliche Mengen an radioaktivem Nebenprodukt, sowie freiem [*8F]Fluorid
gebildet wurden. Durch Evaluieren verschiedener Entschitzungsbedingungen
konnte zwar sowohl die Reaktionsgeschwindigkeit leicht erhéht werden, als auch
die Freisetzung von [*¥F]Fluorid geringfiigig eingedammt werden, jedoch wurden
weiterhin groBe Mengen an dem vermutlich durch Oxidation entstehenden
radioaktiven Nebenprodukt gebildet. Durch Zusatz von Ascorbinsdure als Anti-
Oxidanz konnte die Bildung dieses Nebenproduktes fast vollstdandig unterdriickt und
gleichzeitig eine erhebliche Beschleunigung der Reaktion erzielt werden. Die
Aufreinigung erfolgte mittels semipraparativer HPLC und C18-Kartusche, sodass der
Radiotracer ['8F]Fluor-Norimatinib in guter radiochemischer Ausbeute und Reinheit
erhalten werden konnte. Die optimierten Bedingungen fiihrten somit innerhalb
einer Synthesedauer von 90 Minuten zu einer radiochemischen Ausbeute von 22.2
* 3.3% und einer radiochemischen Reinheit von iber 99%.
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Abb. 88: Radiosynthese von [®F]Fluor-Norimatinib. In Klammern sind die analytisch bestimmten
radiochemischen Ausbeuten angegeben.

In vitro- und in vivo-Evaluierung von [*8F]Fluornorimatinib

Der Radiotracer ['8F]Fluor-Norimatinib zeigte sowohl in der injektionsfertigen
Puffer-Losung, als auch in humanem Blutserum eine hervorragende Stabilitdt von
Uber 99% Uber einen Zeitraum von zwei Stunden. Lediglich in Blutserum von Ratten
konnten geringe Mengen an Metaboliten (<5%) detektiert werden, die fiir die PET-
Messung aber kein Problem darstellten. Die Entfernung der Methylgruppe am
Piperazin-Ring fiihrte zwar zu einer deutlich reduzierten Lipophilie (von logDimatinib =
2.34 £ 0.17 1% auf logDeni = 1.16 + 0.01), allerdings konnten keine Einschriankungen
beziiglich des passiven Transports in die Zelle mittels Diffusion durch die
Zellmembran in vitro beobachtet werden. Bei der Evaluierung der Zellmembran-
Permeabilitdt konnte zudem festgestellt werden, dass ein GroRteil der intra-
zellularen Aktivitatsanreicherung unspezifisch vorlag, was auf die — fir biologische
Systeme — immer noch hohe Lipophilie zurlickgefihrt werden konnte. Dennoch
konnte so zwischen den Imatinib-sensitiven Zelllinien GIST-T1 und GIST882 und der
Imatinib-resistenten Zelllinie GIST430 unterschieden werden. Zur Bestimmung der
Bindungsaffinitaten wurde zunachst ein kompetitiver Bindungsassay mit vitalen
Zellen durchgefihrt, jedoch erschwerte die hohe unspezifische Anreicherung in den
Zellen die Reproduzierbarkeit und Auswertung der Assays, sodass zunachst probiert
wurde, mit isolierten Zellmembranfragmenten die Bindungsaffinitat zu ermitteln.
Da jedoch keine optimalen Bedingungen fiir die Fragmentierung und Aufreinigung
der Membranen gefunden werden konnten, wurde ein radiometrischer Kinase-
Assay in Auftrag gegeben. Hierin wurden die Bindungsaffinitaten von Fluor-
Norimatinib, Norimatinib und SKI696 an 10 KIT-Mutanten ermittelt, wobei sich
zeigte, dass die Verbindungen gegeniiber dem wildtype-KIT dhnliche Affinitdten
(ICsp = 48-65 nM) besitzen. Fluor-Norimatinib wies zwar gegeniiber den anderen
KIT-Mutanten geringere Affinitaten als Norimatinib auf, dennoch war eine
Unterscheidung zwischen resistenten und sensitiven Mutanten moglich, sodass
davon ausgegangen werden konnte, dass die Selektivitat von Fluor-Norimatinib der
von Norimatinib entspricht.
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Die in vivo-Evaluierung wurde an tumortragenden Balb/c SCID-Md&usen mittels
dynamischer PET-Messung durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine deutlich erhdhte
renale Exkretion des Radiotracers im Vergleich zu SKI696, die der reduzierten
Lipophilie geschuldet war und so zu einer geringeren Leberakkumulation fiihrte. Die
Tumoranreicherung hingegen konnte nicht mit den Ergebnissen aus den in vitro-
Evaluierungen in Einklang gebracht werden, da einerseits die GIST-T1-Tumore trotz
ihrer hohen Imatinib-Sensitivitat keine Akkumulation des Radiotracers zeigten (T/M
= 0.98 * 0.21), andererseits aber eine Anreicherung in den Imatinib-resistenten
GIST430-Tumoren (T/M = 1.18 * 0.29) stattfand. Diese Ergebnisse lieRen sich
anhand der unterschiedlichen Vaskularisierungen der Tumoren erklaren. Wahrend
GIST-T1- und GIST882-Tumore (T/M = 1.51 + 0.43) nur sehr schlecht vaskularisiert
sind, konnte bei GIST430-Tumoren eine vielfach hoéhere Durchblutung und
Permeabilitat der GefalRe festgestellt werden, sodass die Akkumulation im Tumor
starker durch Vaskularisierung und unspezifische Bindung, als durch spezifische
Bindung beeinflusst wurde. Weiterhin konnte ein stetiger Anstieg der Knochen-
anreicherung beobachtet werden, der auf eine Metabolisierung durch Cytochrom
P450-Enzyme zurilickzufiihren war und bereits mit geringen Mengen Ketoconazol in
ersten Vorversuchen teilweise reduziert werden konnte. Die Inhibition dieser
Enzyme flhrte damit nicht nur zu einer Erhohung der Stabilitat des Radiotracers,
sondern auch zu einer leicht erhéhten Tumoraufnahme (Abb. 89), die vermutlich in
der erhohten Verfligbarkeit des Radiotracers aufgrund dessen verlangsamter
Metabolisierung begriindet war.
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Abb. 89: Vergleich von Tumor-, Muskel- und Knochen-Uptake lber 90 Minuten bei GIST-T1,
GIST882 und GIST430 (jeweils n = 5). Deutlich zu sehen ist die reduzierte Knochen-
anreicherung mit Ketoconazol bei dem GIST430-Tumor (n = 1), sowie ein deutlich erhéhtes
T/M.

Synthese und Radiomarkierung der DOG1-Liganden

Auf Basis publizierter Daten aus einem High-Throughput-Screening wurde die
niedermolekulare Verbindung Fluor-DOG1 als Zielstruktur ausgewahlt, da diese zu
den affinsten DOG1-Liganden dieser Substanzklasse gehoren sollte. Da das 8F-
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Radiolabel jedoch an einer fiir nukleophile Substitutionen unglnstigen Position
eingefiihrt werden sollte, wurden mehrere Markierungsstrategien fir elektronen-
reiche Aromaten untersucht. Dazu wurden Vorldufer mit Nitro-, Triazen- und
Borsaureester-Abgangsgruppen erfolgreich synthetisiert (Abb. 90) und anschlieRend
die Radiomarkierungen evaluiert. Den ersten Reaktionsschritt stellte dabei die
Hantzsche Thiazolsynthese dar, lUber die die 2-Aminothiazol-Kernstruktur aller
Derivate zuganglich war. Nach Kopplung eines Benzoesdurederivates konnten so
der Nitro- und der Borsdurester-Vorldaufer erhalten werden. Die Synthese des
Triazen-Vorlaufers hingegen bendtigte ausgehend vom Nitro-Vorlaufer zuerst eine
Reduktion zum Amin, welches dann diazotiert wird und nach Kopplung mit Piperidin
das gewlinschte Produkt lieferte.
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Abb. 90: Darstellung der Synthesen von Fluor-DOG1 (R! = F) Nitro-DOG1 (R! = NO2), Triazen-
DOG1(R! = N=N-Pip) und BPin-DOG1 (R! = BPin).

Der Nitro-Vorlaufer fiihrte dabei nicht zum gewiinschten Radiotracer, da sich dieser
Vorlaufer unter den bendétigten harschen Reaktionsbedingungen schnell zersetzte.
Bei der vom Triazen-Vorlaufer ausgehenden Radiosynthese wurde zuerst das
entsprechende Diazonium-lon in situ Uber eine saure Zersetzung gebildet, welches
allerdings, bedingt durch seine hohe Reaktivitat, zu einer Vielzahl an Produkten
flihrte. Die Reaktionsfiihrung wurde zudem durch die Erzeugung von fllchtigem
[*8F]HF durch die sauren Bedingungen erschwert, da ein GroRteil der Radioaktivitét
so nicht mehr fir die Radiofluorierung zur Verfligung stand. Der Boronsaureester
hingegen stellte eine unkonventionelle Abgangsgruppe dar, die eine relativ hohe
chemische Stabilitdt aufwies, allerdings mittels Kupfer-Katalyse durch Tetrakis-
(pyridin)kupfer(ll)-triflat den gewinschten Radiotracer ['8F]Fluor-DOG1 mit einer
[*8F]Fluorid-Inkorporation von 73.9 + 8.0% zuganglich machte. Aufgrund der ausge-
zeichneten Selektivitdt wurden keine radioaktiv markierten Nebenprodukte
gebildet, sodass der Radiotracer nach Aufreinigung mittels HPLC und C18-Kartusche
in guter radiochemischer Ausbeute (34.0 + 11.1%) erhalten werden konnte. Sowohl
in Phosphatpuffer, als auch in humanem Blutserum wies der Radiotracer eine sehr
hohe Stabilitat von Uber 99% Uber zwei Stunden auf, die fiir PET-Messungen
vorteilhaft ist.
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Abb. 91: Radiosynthese von [*®F]Fluor-DOG1 ausgehend von BPin-DOG1.

In vivo-Evaluierung von [*¥F]Fluor-DOG1

Die erste in vivo-Evaluierung von [*F]Fluor-DOG1 wurde an Balb/c SCID M&usen mit
GIST430-Tumoren mittels dynamischer PET/CT-Messung durchgefihrt. Dabei
konnte eine starke Akkumulation des Radiotracers in der Leber beobachtet werden,
die vermutlich der hohen Lipophilie (logDrior-no6z = 2.51 + 0.13) und damit der
Metabolisierung durch CYP-Enzyme geschuldet war. In GIST430-Tumoren konnte im
Gegensatz zu fast allen anderen Geweben eine niedrigere Anreicherung beobachtet
werden, was zu einem flr die PET-Bildgebung unglinstigen Tumor-zu-Hintergrund-
Verhaltnis von <1 fihrte. Um mogliche Grinde fir die niedrige Aktivitats-
anreicherung herauszufinden, wurde die Stabilitdt zusatzlich in Blutserum von
Mausen und Ratten evaluiert. Dies zeigte im Gegensatz zum humanen Blutserum,
dass Fluor-DOG1 dort einer raschen Metabolisierung unterlag, sodass bereits nach
25 Minuten nur noch 65% (Maus) bzw. 50% (Ratte) und bis Ende der PET/CT-
Messung nur noch geringe Mengen (Maus: 17%, Ratte: 3%) des Radiotracers intakt
vorlagen. Somit kénnte die Metabolisierung des Radiotracers zur unvorteilhaften
Pharmakokinetik beigetragen haben. Um das gewiinschte Verhalten in vivo zu
erreichen, miissen somit noch starkere Optimierungen des Radiotracers vorge-
nommen oder alternativ andere Tiermodelle in Betracht gezogen werden.
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Abb. 92: Darstellung der Verteilung von [*®F]Fluor-DOG1 an ausgewdhlten Organen lber 90
Minuten nach Injektion am Beispiel einer tumortragenden (GIST430) Balb/c SCID-Maus.
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Zusammenfassung

Ausblick

Die Unterschiede der untersuchten GIST-Zelllinien beziglich der Vaskularisierung
beeinflussten zwar die Bildgebung so stark, dass eine Darstellung der Imatinib-
Sensitivitat bei diesen Zelllinien mit [*8F]FNI nicht moglich war, jedoch stellt die Ko-
Administration von CYP3A4-Inhibitoren wie Ketoconazol zumindest in der pra-
klinischen Forschung einen interessanten Ansatz dar. Eine Ubertragung auf den
Menschen konnte moglicherweise mit vertraglicheren CYP-Inhibitoren, wie
beispielsweise Naringenin (in Grapefruit-Saft enthalten) realisiert werden, um den
Abbau des Radiotracers zu verlangsamen, falls beim Menschen ebenfalls eine
Metabolisierung stattfindet. Weiterhin kénnte [*F]FNI nicht nur fur die Diagnostik
von GIST eingesetzt werden, sondern auch bei anderen mit Imatinib behandelten
Krankheiten. So entstehen bei der chronischen myeloischen Leukdmie ebenfalls
Resistenzen gegeniiber Imatinib, die mit [*®F]FNI potentiell dargestellt werden
kénnten. Eine Evaluierung dieses Radiotracers sollte deshalb auch auRerhalb von
GIST erfolgen. Zuvor empfiehlt es sich jedoch noch, die Radiosynthese und speziell
die Aufreinigung weiter zu optimieren, um héhere molare Aktivitdten zu erhalten.

Um den Ursachen fiir die schlechte Anreicherung von [*F]Fluor-DOG1 in GIST430
auf den Grund zu gehen, sollten folgende MaRnahmen unternommen werden: zum
einen misste anhand von in vitro-Evaluierungen abgeklart werden, ob eine
spezifische Bindung zu DOG1 vorliegt. Zum anderen sollte dieser Radiotracer in
einem anderen Tiermodell evaluiert werden, dessen Metabolismus dem humanen
ahnlicher ist. Da sich die Serum-Stabilitaten zwischen Mensch und Maus in diesem
Fall derart stark unterscheiden, lassen sich die in vivo-Ergebnisse der Mause nicht
auf den Menschen (bertragen. Alternativ bietet sich an, statt eines DOG1-
Aktivators einen der literaturbekannten DOG1-Inhibitoren radioaktiv zu markieren,
dessen Stabilitat zu Gberprifen und in vivo zu evaluieren.
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5 EXPERIMENTELLER TEIL

5.1 Organisch-chemische Synthesen

5.1.1 Allgemeine Methoden

Kommerziell erhiltliche Chemikalien und Losungsmittel wurden in analytischem
Reinheitsgrad erworben und ohne weitere Aufreinigung verwendet (ABCR, Acros,
Activate Scientific, Alfa Aesar, Carl Roth, Chempur, Fluorochem, Sigma Aldrich,
VWR).

Zur Analyse bzw. Aufreingung per HPLC wurden Dionex UltiMate 3000 Systeme
ausgestattet mit Chromolith Performance (RP-18e, 100-4.6 mm bzw. RP-18e, 100-
10 mm, Merck) Sdulen verwendet. Soweit nicht anders angegeben, wurden als
Laufmittel Wasser und MeCN mit jeweils 0.1% TFA bei einem Flow von 4 mL/min
verwendet. ESI-MS-Messungen wurden am Institut fir Klinische Chemie des
Universitatsklinikums Mannheim oder am Department Chemie der Ludwigs-
Maximilians-Universitdt Miinchen an einem Finnigan LTQ FT Ultra FT-ICR (Thermo)
System durchgefiihrt. Die NMR-Messungen wurden mit einem 300 MHz Varian
Mercury Plus (Bruker) bzw. einem 500 MHz Varian NMR System (Bruker)
durchgeflhrt.

5.1.1.1 Imatinib-Derivate

5.1.1.1.1 4-(Chlormethyl)-N-(4-methyl-3-nitrophenyl)benzamid (1)

-5
c-12
&8 <
03 c7

s

ZI

Verbindung [g/mol] n [mmol] m bzw. V Aq.

4-(Chlormethyl)benzoesaure 170.59 9.00 154¢g 1.0
Thionylchlorid 118.96 18 mL

DMF 73.10 0.90 69 pL 0.1

4-Methy-3-nitroanilin 152.15 9.00 1.37mg 1.0

Pyridin 79.10 18.00 1.45 mL 2.0

Unter Stickstoff wurde zu einer Losung aus 4-(Chlormethyl)benzoesdure in
Thionylchlorid DMF gegeben, anschliefend wurde langsam auf 80 °C erhitzt und 3.5
Stunden im Rickfluss geriihrt bis in der Waschflasche mit Natriumhydroxid-Lésung
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(20%, 50 mL) keine Gasbildung mehr erkennbar war. Die Reaktionslosung wurde auf
50 °C gekiihlt und im Vakuum das restliche Thionylchlorid entfernt. Der Rickstand
wurde in trockenem THF (30 mL) gel6st und auf 0 °C abgekihlt. Nach Zugabe von 4-
Methyl-3-nitroanilin wurde Pyridin langsam zugetropft und die Reaktionslosung auf
Raumtemperatur erwarmt. Nach 2 Stunden wurde mit Salzsdure (1 m) neutralisiert
und mit EtOAc extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde das Produkt als gelber Feststoff
erhalten.

Ausbeute: 2.62 g, 8.60 mmol, 96%.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.59 (s, 1H, H-5), 8.54 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-2), 7.99
(dt, J = 8.3 Hz, 2.3 Hz, 1H, H-4), 7.98 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-6), 7.60 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-
7), 7.48 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-3), 4.84 (s, 2H, H-8), 2.49 (s, 3H, H-1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) & 165.80 (C-8), 148.93 (C-3), 141.90 (C-12), 138.49 (C-
7), 134.52 (C-9), 133.45 (C-5), 129.29 (2C, C-11), 128.54 (2C, C-10), 128.12 (C-2),
125.23 (C-6), 115.90 (C-4), 45.79 (C-13), 19.70 (C-1).

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 304.95 (305.07).

5.1.1.1.2 4-((4-(tert-Butoxycarbonyl)piperazin-1-yl)methyl)benzoesaure (2)

H-3  H4 H-5 c-4
c5

H-1

c6  C7
N N
HO K/)\l (0] H-7 HO . c1 K/)\j c-0.0.Cc10
H-2 H6 \ﬂ/ j< e c8 \ﬂ/ j<
o) o) o) c-11

O
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq.
[g/mol]
4-(Chlormethyl)benzoesaure 170.59 5.862 1.00g 1.0
tert-Butylpiperazin-1-carboxylat 186.26 5.862 1.09g 1.0
Triethylamin 101.19 29.31 4.06 mL 5.0

Eine Losung aus 4-(Chlormethyl)benzoesdure, tert-Butylpiperazin-1-carboxylat und
Triethylamin in MeCN (30 mL) wurde bei Raumtemperatur fiir 22 Stunden geriihrt,
anschlieBend das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Durch mehrmaliges
Umkristallisieren in MeOH wurde das Produkt als beiger Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1.22 g, 3.81 mmol, 65%.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 12.64 (s, 1H, H-1), 7.90 (dt, J = 8.4, 1.8 Hz, 2H, H-2),
7.42 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-3), 3.54 (s, 2H, H-4), 2.32 (d, J = 5.0 Hz, 2H, H-6), 2.30 (d, J =
5.0 Hz, 2H, H-5), 1.38 (s, 9H, H-7).
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13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 167.19 (C-1), 153.76 (C-9), 143.17 (C-5), 129.62 (C-
2), 129.26 (2C, C-3), 128.79 (2C, C-4), 78.73 (C-10), 61.46 (C-6), 52.38 (2C, C-7),
45.52 (2C, C-8), 28.04 (3C, C-11).

ESI-MS m/z flir [M+H]* (berechnet): 321.07 (321.18).

5.1.1.1.3 tert-Butyl 4-(4-((4-methyl-3-nitrophenyl)carbamoyl)benzyl)piperazin-1-
carboxylat (3)

ixsce O
c-1 cs
Weg A
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ' )
2 320.39 0.156 50 mg 1.0
4-Methyl-3-nitroanilin 152.15 0.156 24 mg 1.0
HBTU 379.24 0.187 71 mg 1.2
DIPEA 129.25 0.187 32.6 uL 1.2

Eine Losung aus 2, HBTU und DIPEA in DMF (500 uL) wurde 20 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend wurde eine LOsung aus 4-Methyl-3-
nitroanilin in DMF (200 L) zur Reaktion gegeben. Nach 2 Stunden wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und mit Wasser und DCM extrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt, mit gesattigter Natriumchlorid-L6sung
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das erhaltene Ol wurde in
Wasser (4 mL) suspendiert und bei 65 °C geriuhrt, anschlieRend filtriert, sodass das
Produkt als gelber Feststoff erhalten wurde.

Ausbeute: 41.7 mg, 0.09 mmol, 59%.
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Weg B
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq.
[g/mol]
1 304.73 0.656 200 mg 1.0
tert-Butylpiperazin-1-carboxylat 186.26 0.984 368 mg 3
DIPEA 129.25 1.641 572 uL 5

Eine Losung aus 1, tert-Butylpiperazin-1-carboxylat und Diisopropylethylamin in
EtOAc (5.4mL) wurde 16 Stunden bei Raumtemperatur, dann 34 Stunden bei 50 °C
gerihrt. Nach Extraktion mit EtOAc und Wasser wurden die organischen Phasen mit
gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und (ber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie (DCM/MeOH =
97:3) aufgereinigt, um das Produkt als hellgelben Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 273 mg, 0.60 mmol, 92%.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.54 (s, 1H, H-5), 8.55 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-3), 8.00
(dd, J = 8.4, 2.2 Hz, 1H, H-4), 7.94 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-6), 7.48 (dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H,
H-2), 7.48 (d, J = 8.5, 1H, H-7), 3.57 (s, 2H, H-8), 3.32 (d, J = 15.4 Hz, 4H, H-10), 3.31
(s, 3H, H-1), 2.38 — 2.30 (m, 4H, H-9), 1.39 (s, 9H, H-11).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 165.64 (C-8), 153.77 (C-16), 148.49 (C-3), 142.24 (C-
12), 138.15 (C-7), 133.00 (C-9), 132.96 (C-5), 128.79 (2C, C-11), 127.70 (2C, C-10),
127.51 (C-2), 124.74 (C-6), 115.38 (C-4), 78.75 (C-17), 61.42 (C-13), 52.36 (2C, C-14),
43.58 (2C, C-15), 28.04 (3C, C-18), 19.22 (C-1).

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 455.17 (455.23), [M-Boc+H]* (berechnet):
355.07 (355.18).

5.1.1.1.4 tert-Butyl 4-(4-((3-amino-4-methylphenyl)carbamoyl)benzyl)piperazin-
1-carboxylat (4)

i S

Cc-11 c-13 C-14
c-1
N
ca H
HoN -3 ~c2N.cs S c-160.¢-1z2
~c10 c-15 \ﬂ/ \’<018
c2 ce O 0

C-1 ) Cc-5
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Verbindung [g/mol] n [mmol] m bzw. V Aq.
3 454.53 6.00 2.73g 1.0
Zinn(ll)-chlorid 189.61 42.00 7.96¢g 7.0
Pyridin 79.10 42.00 3.39mL 7.0

Zu einer Suspension aus 3 in EtOAc/MeOH (55mL, 9:1) wurde zuerst Pyridin,
anschlieBend Zinn(ll)-chlorid gegeben. Nach 3.5 Stunden Rilhren bei 30 °C wurde
die Reaktionsmischung mit EtOAc verdinnt und filtriert. Der Rickstand wurde
mehrmals zuerst mit EtOAc, dann mit Aceton gewaschen und die Filtrate wurden
vereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde der Riickstand mit
0.1 m NaOH (200 mL) suspendiert und lyophilisiert. Der Riickstand wurde in zuerst in
Aceton, der restliche Riickstand in DMF aufgenommen, die beiden Fraktionen
wurden vereint, filtriert und das Losungsmittel des Filtrats im Vakuum entfernt. Das
Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung als hellgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 2.55 g, 6.00 mmol, 100%.

H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 9.85 (s, 1H, H-6), 7.87 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-7), 7.42
(d, J=8.2 Hz, 2H, H-8), 7.12 (d, /= 2.0 Hz, 1H, H-4), 6.85 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-3), 6.80
(dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H, H-5), 4.83 (s, 2H, H-1), 3.55 (s, 2H, H-9), 3.32 (m, 4H, H-11),
2.35-2.30 (m, 4H, H-10), 2.02 (s, 3H, H-2), 1.39 (s, 9H, H-12).

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 164.87 (C-8), 153.78 (C-16), 146.45 (C-3), 141.35 (C-
12), 137.58 (C-7), 134.11 (C-9), 129.60 (C-5), 128.60 (2C, C-11), 127.52 (2C, C-10),

116.69 (C-2), 108.75 (C-6), 106.37 (C-4), 78.74 (C-17), 61.48 (C-13), 52.36 (2C, C-14),
43.67 (2C, C-15), 28.04 (3C, C-18), 16.98 (C-1).

ESI-MS m/z fiir [M+H]* (berechnet): 425.18 (425.25).

5.1.1.1.5 2-Chlor-4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin (5)

M ..
Verbindun n [mmol m bzw. V Aqg.
[ [g/mol] [ ] q
2-Nitro-5-(4,4,5,5-tetramethyl-
250.06 9.31 2.33 1.0
1,3,2-dioxaborolan-2-yl)pyridin &
2,4-Dichlorpyrimidin 148.97 9.31 1.39g 1.0
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Natriumcarbonat 105.99 23.27 247 g 2.5

Tetrakis(triphenylphosphin)-

palladium (0) 1155.56 0.186 215 mg 0.02

2-Nitro-5-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)pyridin, 2,4-Dichlorpyrimidin,
Natriumcarbonat und Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (0) wurden in einem
entgastem Losungsmittelgemisch (THF/Wasser = 9:1, 125 mL) suspendiert und
unter Argonatmosphare bei 80 °C fiir 20 Stunden geriihrt. Nach Neutralisation mit 1
M Salzsdure (25 mL) wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand
wurde in DCM aufgenommen und filtriert. Der Filterriickstand wurde mit Wasser
gewaschen und erneut in DCM aufgenommen. Nach mehrmaligem Wiederholen
wurden die organischen Phasen vereint und am Rotationsverdampfer eingeengt.
Nach saulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH = 99:1) wurde das
Produkt als hellgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1.13 mg, 4.80 mmol, 51%.

1H NMR (300 MHz, Aceton-ds) & 9.40 (dd, J = 2.3, 0.5 Hz, 1H, H-4), 9.00 (dd, J = 8.5,
2.3 Hz, 1H, H-3), 8.96 (d, J = 5.3 Hz, 1H, H-1), 8.50 (dd, J = 8.5, 0.6 Hz, 1H, H-5), 8.32
(d, J=5.2 Hz, 1H, H-2).

13C NMR (75 MHz, Aceton-ds) & 163.59 (C-2), 162.63 (C-4), 159.45 (C-1), 148.86 (C-
9), 140.30 (C-7), 137.18 (C-5), 134.34 (C-6), 119.27 (C-8), 118.13 (C-3).

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 236.81 (237.02).

5.1.1.1.6  2-Chlor-4-(6-fluorpyridin-3-yl)pyrimidin (6)

Verbindung [g/l\r:ol] n [mmol] m bzw. V Aq.
5-Brom-2-fluorpyridin 175.99 5.60 573 uL 1.4
n-Butyllithium (1.6 m) 6.00 3.75mL 1.5

Zinkbromid 225.19 6.00 135¢g 1.5
2,4-Dichlorpyrimidin 148.97 4.00 596 mg 1.0

Tetrakiségrlilzzie::ql':(’g)c’sr’hin)' 1155.56 0.20 231 mg 0.05
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In einem ausgeheizten Kolben wurde unter Argonatmosphare 5-Brom-2-fluorpyridin
in trockenem Diethylether (16 mL) gelost und auf -80 °C gekihlt. Nach
tropfenweiser Zugabe von n-Butyllithium-Losung riihrte die gelbe Reaktionsldsung
flir 60 Minuten bei -80 °C. Das unter Vakuum getrocknete Zinkbromid wurde unter
Argonatmosphare in trockenem Diethylether (22 mL) vollstandig gelost, leicht
gekihlt und zur Reaktion gegeben. Nach einer Stunde Riihren bei -80 °C wurde
langsam auf Raumtemperatur erwdarmt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Der rosafarbene Riickstand wurde unter Argonatmosphdre in trockenem
Tetrahydrofuran (15 mL) aufgenommen, sowie eine Loésung aus 2,4-
Dichlorpyrimidin und Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (0) in trockenem
Tetrahydrofuran (15 mL) zugegeben. Nach 2 Stunden bei Raumtemperatur wurde
weitere 1.5 Stunden bei 50 °C gerihrt, anschlieRend wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Nach Extraktion mit EtOAc und Wasser wurden die vereinten
organischen Phasen mit gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen und lber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Produkt wurde nach sdulenchromatographischer
Aufreinigung (EtOAc/cHex = 2:5) als beiger Feststoff erhalten.

Ausbeute: 556 mg, 3.71 mmol, 66%.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9.05 (dd, J = 1.8, 0.8 Hz, 1H, H-4), 8.90 (d, J = 5.3 Hz,
1H, H-1), 8.73 (ddd, J = 8.6, 7.8, 2.6 Hz, 1H, H-3), 8.25 (d, J = 5.3 Hz, 1H, H-2), 7.42
(ddd, J = 8.7, 2.8, 0.6 Hz, 1H, H-5).

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 164.72 (d, J = 241.3 Hz, C-9), 163.18 (C-2), 161.54
(C-1), 160.47 (C-4), 147.50 (t, J = 16.5 Hz, C-7), 141.26 (d, J = 9.3 Hz, C-6), 129.20 (C-
5), 116.44 (C-3), 110.28 (d, J = 37.8 Hz, C-8).

ESI-MS m/z fiir [M+H]* (berechnet): 209.81 (210.02).
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5.1.1.1.7 tert-Butyl 4-(4-((4-methyl-3-((4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)-
amino)phenyl)carbamoyl)benzyl)piperazin-1-carboxylat  (,,Boc-Nitro-
imatinib”) (7)

Verbindung [g/mol] n [mmol] m bzw. V Aq.
14 322.33 0.761 245.4 1.0

2 320.39 0.761 244.2 1.0
HBTU 379.25 0.761 278.7 1.0
DIPEA 129.25 0.761 133 pL 1.0

Eine Losung aus 2, HBTU und DIPEA in DMF (3.5 mL) wurde fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur gerihrt, anschlieend wurde eine Losung aus 14 in DMF (3.75 mL)
zugegeben. Nach Beenden der Reaktion wurde das Loésungsmittel im Vakuum
entfernt und das als rotes Ol erhaltene Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie
(DCM/MeOH = 95:5) aufgereinigt. Nach mehrfachem Umkristallisieren in MeOH
wurde das Produkt als gelboranger Feststoff erhalten.

Ausbeute: 161 mg, 0.258 mmol, 34%.

1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 10.17 (s, 1H, H-11), 9.33 (dd, J = 2.2, 0.5 Hz, 1H, H-
3),9.13 (s, 1H, H-6), 8.88 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H, H-2), 8.61 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-5),
8.45 — 8.38 (m, 1H, H-1), 8.10 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-7), 7.91 (dd, J = 8.1, 1.8 Hz, 2H, H-
13), 7.56 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-4), 7.47 (dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 1H, H-10), 7.46 — 7.43 (m,
2H, H-12), 7.21 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-9), 3.56 (s, 2H, H-14), 3.32 (s, 4H, H-16), 2.33 (s,
4H, H-15), 2.23 (s, 3H, H-8), 1.39 (s, 9H, H-17).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-de) § 165.25 (C-9), 161.21 (C-17), 159.42 (C-6), 157.18 (C-
1), 153.78 (C-25), 147.49 (C-4), 141.66 (C-21), 138.91 (C-3), 137.73 (C-10), 137.53 (C-
5), 137.20 (C-16), 133.84 (C-18), 131.75 (C-12), 130.08 (C-13), 128.69 (2C, C-20),
127.61 (2C, C-19), 124.40 (C-8), 118.39 (C-2), 117.22 (C-14), 116.89 (C-15), 108.44
(C-7), 78.74 (C-26), 61.47 (C-22), 52.37 (2C, C-23), 43.16 (2C, C-24), 28.04 (3C, C-27),
17.63 (C-11).

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 625.29 (625.29).

5.1.1.1.8 tert-Butyl 4-(4-((3-((4-(6-fluorpyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)Jamino)-4-
methylphenyl)carbamoyl)benzyl)piperazin-1-carboxylat  (,,Boc-Fluor-
imatinib”) (8)

Verbindung [g/mol] n [mmol] m bzw. V Aq.
6 209.61 0.954 200 mg 1.0

4 424.55 1.144 486 mg 1.2
Essigsdure 60.05 0.764 43.7 pL 0.8

6 und 4 wurden in einem Gemisch aus Essigsdaure und Dioxan (1.92 mL) suspendiert
und auf 8 Eppendorf Reaktionsgefalle aufgeteilt. Das Reaktionsgemisch wurde bei
80 °C fiur 4 Tage geschittelt und nach Abkihlen auf Raumtemperatur mit DCM in
einen Kolben Uberfihrt. Nach Filtration wurde der Riickstand mit Aceton und EtOAc
gewaschen, die organischen Phasen vereint und die Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH/HOAc =
92:7:1) wurde das Produkt als gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 30 mg, 0.050 mmol, 5%.

ESI-MS m/z fiir [M+H]* (berechnet): 598.21 (598.29).

124



Experimenteller Teil

5.1.1.1.9 N-(3-((4-(6-fluorpyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)Jamino)-4-methylphenyl)-4-
(piperazin-1-ylmethyl)benzamid (,, Fluornorimatinib“) (9)

H-12 H-14 H-15

H-8 H-9
H-2 X H-3
H-1 N  ~N
F

C-23

C-20 _ C-22
C-21 N/\
c1a H
- c-16 N c-17 NH
C-18
D o -
C-12 )

C-13

Verbindung [g/mol] n [mmol] m bzw. V Aq.

Boc-Fluorimatinib (8) 597.70 0.050 30 mg 1.0
TFA 114.02 2mL
Triisopropylsilan 158.36 50 uL

Zu einer Losung aus Boc-Fluorimatinib (8) und Triisopropylsilan in DCM (8 mL)
wurde TFA (2 mL) gegeben und 20 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Entfernen von Losungsmittel und TFA im Vakuum wurde der Riickstand in
Wasser/MeCN (1:1) aufgenommen und mittels semipraparativer HPLC (Gradient:
15-40% MeCN) aufgereinigt und lyophylisiert. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff erhalten.

Ausbeute: 17.9 mg, 0.036 mmol, 72%.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.23 (s, 1H, H-11), 9.00 (s, br, 2H, H-6, H-17), 8.98
(d, J = 2.4 Hz, 1H, H-3), 8.68 (td, J = 8.3, 2.5 Hz, 1H, H-2), 8.52 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-5),
8.11 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-7), 8.00 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-13), 7.57 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-
12), 7.47 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H, H-10), 7.43 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H-4), 7.32 (dd, J = 8.6,
2.6 Hz, 1H, H-1), 7.21 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-9), 4.05 (s, 2H, H-14), 3.25 (s, 4H, H-16),
2.96 (s, 4H, H-15), 2.22 (s, 3H, H-8).

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 164.84 (C-17), 164.04 (d, J = 201.4 Hz, C-1), 161.04
(C-9), 160.43 (C-6), 159.52 (C-8), 146.83 (d, J = 15.9 Hz, C-4), 140.69 (d, J = 8.8 Hz, C-
3), 137.71 (C-10), 137.04 (C-16), 136.63 (C-21), 134.96 (C-18), 130.97 (d, J = 4.3 Hz,
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C-5), 130.05 (2C, C-20), 129.95 (C-13) 127.86 (2C, C-19), 127.66 (C-12), 117.19 (C-
14), 116.79 (C-15), 109.73 (d, J = 37.8 Hz, C-2), 107.37 (C-7), 59.70 (C-22), 48.43 (2C,
C-23), 41.73 (2C, C-24), 17.62 (C-11).

ESI-MS m/z flir [M+H]* (berechnet): 498.24 (498.24).

5.1.1.1.10 1-(6-Nitropyridin-3-yl)ethan-1-on (10)

H-1

@)
H2 - H-4
H-3 \_ - N
NO,
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ' '
5-Brom-2-nitropyridin 203.00 0.50 101.5mg 1.0
Tributyl-(1-ethoxyvinyl)zinn 361.16 0.60 203 uL 1.2
Tetrakls(trlph?nylphosphln)— 1155.56 0.05 58 mg 01
palladium (0)
Salzsdure 3M 20 mL

Unter Argonatmosphdre wurden 5-Brom-2-nitropyridin, Tributyl-(1-ethoxyvinyl)zinn
und Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in wasserfreiem THF (15 mL) gelost
und bei 65 °C unter Rihren im Rickfluss erhitzt. Nach 2 Stunden wurde die
Reaktionslosung auf Raumtemperatur abgekiihlt, vorsichtig mit Salzsaure (3 M, 20
mL) versetzt, bei Raumtemperatur flir 45 Minuten gerihrt und anschlieBend mit
gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung neutralisiert. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand mit DCM und Wasser extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen wurden sowohl mit Natriumhydrogencarbonat-
Losung, als auch mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung
(DCM/MeOH = 199:1) wurde das Produkt als hellgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 80 mg, 0.48 mmol, 96%.

1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 9.15 (dd, J = 2.2, 0.6 Hz, 1H, H-4), 8.67 (dd, J = 8.4,
2.2 Hz, 1H, H-2), 8.42 (dd, J = 8.4, 0.7 Hz, 1H, H-3), 2.72 (s, 3H, H-1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 196.23 (C-2), 148.97 (C-7), 140.48 (C-5), 136.33 (C-4),
118.36 (C-6), 109.54 (C-3), 27.51 (C-1).

ESI-MS m/z fiir [M+H]* (berechnet): 167.1 (167.05).
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5.1.1.1.11 (9H-Fluoren-9-yl)methyl (4-methyl-3-nitrophenyl)carbamat (11)

Verbindung [g/mol] n [mmol] m bzw. V Aq.
4-Methyl-3-nitroanilin 152.15 4.0 609 mg 1.0
9-Fluorenylmethylchloroformat 258.70 4.0 1035 mg 1.0
Natriumcarbonat 105.99 10.0 1060 mg 2.5

Eine Losung aus 4-Methyl-3-nitroanilin in Dioxan (20 mL) wurde zu einer Lésung aus
Natriumcarbonat in Wasser (12 mL) gegeben und auf 5 °C gekihlt. Unter Rihren
wurde eine Losung aus 9-Fluorenylmethylchloroformat in Dioxan (8 mL) langsam
zum Reaktionsgemisch getropft. Nach 45 Minuten bei 5 °C wurde die Reaktion
langsam auf Raumtemperatur erwarmt und fir 2 Stunden gerihrt. Nach
Beendigung der Reaktion wurde das Produkt durch Zugabe von Wasser ausgefallt
und das organische Losungsmittel im Vakuum entfernt, gefolgt von einer Extraktion
mit EtOAc. Die vereinten organischen Phasen wurden mit gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, um das Produkt als hellbraunen Feststoff zu
erhalten.

Ausbeute: 1.462 g, 3.91 mmol, 98%.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.06 (s, 1H, H-5), 8.18 (s, 1H, H-3), 7.91 (dt, J = 7.6,
0.9 Hz, 2H, H-11), 7.77 - 7.71 (m, 2H, H-8), 7.61 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-4), 7.49 - 7.31
(m, 5H, H-2, H-9, H-10), 4.54 (d, J = 6.5 Hz, 2H, H-6), 4.32 (t, /= 6.5 Hz, 1H, H-7), 2.44
(s, 3H, H-1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 153.34 (C-8), 148.65 (C-3), 143.63 (2C, C-11), 140.78
(2C, C-16), 138.05 (C-6), 133.11 (C-5), 127.68 (2C, C-14), 127.10 (2C, C-15), 126.31
(C-2), 125.03 (2C, C-13), 122.83 (C-7), 120.18 (2C, C-12), 113.30 (C-4), 65.78 (C-9),
46.54 (C-10), 19.03 (C-1).

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 375.05 (375.13).
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5.1.1.1.12 (9H-Fluoren-9-yl)methyl (3-amino-4-methylphenyl)carbamat (12)

M .
Verbindun n [mmol m bzw. V Aq.
g [g/mol] [ | q
11 374.40 3.794 l42¢g 1.0
Zinn(ll)-chlorid 189.61 53.1 10.07 g 14.0

Unter Argon-Atmosphare wurde zu einer Losung aus 11 in EtOAc/MeOH (50 mL,
9:1) Zinn(ll)-chlorid gegeben und bei Raumtemperatur fiir 27 Stunden gerihrt.
AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch mit konzentrierter Natriumcarbonat-
Losung neutralisiert. Die ausfallenden Zinn-Verbindungen wurden abfiltriert und
mehrmals mit EtOAc gewaschen. Das Filtrat wurde mit EtOAc extrahiert, die
vereinten organischen Phasen mit gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen,
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt, um
das Produkt als hellgelben Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 1.229 g, 3.57 mmol, 94%.

14 NMR (300 MHz, DMSO-de) & 9.34 (s, 1H, H-6), 7.91 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H-12), 7.75
(d, J = 7.4 Hz, 2H, H-9), 7.46 — 7.39 (m, 2H, H-11), 7.34 (td, J = 7.4, 1.2 Hz, 2H, H-10),
6.81 (s, 1H, H-3), 6.77 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-4), 6.53 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-5), 4.78 (s,
2H, H-1), 4.40 (d, J = 6.9 Hz, 2H, H-7), 4.28 (t, J = 6.8 Hz, 1H, H-8), 1.97 (s, 3H, H-2).

13C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6 153.29 (C-8), 146.62 (C-3), 143.84 (2C, C-11), 140.74
(2C, C-16), 137.39 (C-6), 129.76 (C-5), 127.65 (2C, C-14), 127.09 (2C, C-15), 125.19
(2C, C-13), 120.14 (2C, C-12), 115.52 (C-2), 109.53 (C-7), 106.36 (C-4), 65.37 (C-9),
46.64 (C-)10, 16.83 (C-1).

ESI-MS m/z fiir [M+H]* (berechnet): 345.16 (345.16).
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5.1.1.1.13 (9H-Fluoren-9-yl)methyl (4-methyl-3-((4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin-
2-yl)amino)phenyl)carbamat (13)

a
. _N
NO,
Verbindun M n [mmol] m bzw. V A
g [g/mol] ' 4
5 236.61 1.27 300 mg 1.0
12 344.41 1.52 524 mg 1.2
Essigsdure 60.05 1.27 72.5puL 1.0

Zu einer Suspension aus 5 und 12 in DMSO (3 mL) wurde Essigsdure gegeben und
bei 100 °C fiir 30 Stunden erhitzt. Nach Abkihlen der Reaktionslésung wurde
Natriumcarbonat-Losung zugegeben (130 mL) zugegeben und filtriert. Der
Filterriickstand wurde mit Wasser gewaschen, anschlieBend in DCM aufgenommen.
Nach Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum wurde das braune Ol mittels
Saulenchromatographie (DCM/MeOH = 99:1) aufgereinigt, um das Produkt
(Reinheit < 90%) als rotbraunen Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 276 mg, 0.507 mmol, 40%.

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 545.3 (545.19).

5.1.1.1.14 6-Methyl-N'-(4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)benzol-1,3-diamin
(14)
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M .
Verbindun n [mmol m bzw. V Ag.
g [g/mol] [ | q
13 544.57 1.66 904 mg 1.0
Piperidin 85.15 33.2 3.3mL 20

Eine Losung aus 13, Piperidin und DMF (20 mL) wurde bei Raumtemperatur 30
Minuten gerihrt, danach das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH = 98:2) wurde das Produkt
als dunkelrotes Ol erhalten.

Ausbeute: 455 mg, 1.41 mmol, 85%.
ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 323.20 (323.13).

5.1.1.1.15 3-(Dimethylamin)-1-(pyridin-3-yl)prop-2-en-1-on (15)

O
H-3 H-6
=
H-2
WW&
HA X~ H-4

N
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ' '
3-Acetylpyridin 121.14 11.28 1.24 mL 1.0
N,N-D'lmethylformamld- 119.16 22.56 3mL 2.0
dimethylacetal

3-Acetylpyridin wurde in N,N-Dimethylformamiddimethylacetal gelost und bei
100°C 5 Stunden im Rickfluss erhitzt. Nachdem das Reaktionsgemisch auf
Raumtemperatur abgekihlt war und das restliche N,N-Dimethylformamid-
dimethylacetal im Vakuum entfernt wurde, wurde das Rohprodukt in DCM/cHex
umkristallisiert, um das Produkt als gelb-orange Kristalle zu erhalten.

Ausbeute: 1.08 g, 6.13 mmol, 54%.

1H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 9.12 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-4), 8.69 (dd, J = 5.0, 1.7 Hz, 1H,
H-1), 8.38 (dt, J = 7.9, 1.9 Hz, 1H, H-3), 7.88 (d, J = 12.2 Hz, 1H, H-6), 7.50 (ddd, J =
7.9, 5.0, 0.7 Hz, 1H, H-2), 5.68 (d, J = 12.2 Hz, 1H, H-5), 3.09 (d, J = 67.6 Hz, 6H, H-7).

ESI-MS m/z fur [M]* (berechnet): 176.037 (176.095).
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5.1.1.1.16 1-(2-Methyl-5-nitrophenyl)guanidin (16)

H-1 H-2
HNYNHZ HN -1 NH,
HaHN X _NO, HN ¢253¢7. NO,
D:'7 JCQ:'S
H-5 H-6 C-3 C-6
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ' |
2-Methyl-5-nitroanilin 152.15 6.57 1.00g 1.0
Salzsdure (konz.) 12m 15.12 1.26 mL 2.3
Cyanamid 42.04 19.72 829 mg 3.0
Natriumhydroxid 40.00 22.34 894 mg 3.4

Zu einer Suspension aus 2-Methyl-5-nitroanilin in Butanol (5 mL) wurde tber 15
Minuten unter starkem Rihren konzentrierte Salzsaure (0.36 mL) zugegeben. Nach
Zugabe einer Losung von Cyanamid in Wasser (830 pL) Gber 5 Minuten, wurde die
Reaktionsmischung auf 95 °C im Rickfluss erhitzt. Zur rot-orangen Reaktionslosung
wurde sowohl nach 4 Stunden als auch nach 3 weiteren Stunden konzentrierte
Salzsaure (0.36 mL und 0.54 mL) gegeben. Nach 22 Stunden im Rickfluss wurde die
Reaktionslosung auf 10 °C gekihlt und mit einer Losung von Natriumhydroxid in
Wasser (8 mL) versetzt. Der entstehende gelbe Niederschlag wurde abfiltriert, mit
Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1.092 g, 5.62 mmol, 85%.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.58 (dd, J = 8.2, 2.5 Hz, 1H, H-7), 7.47 (d, J = 2.3 Hz,
1H, H-4), 7.30 (dd, J = 8.4, 0.4 Hz, 1H, H-6), 5.28 (s, 4H, H-1, H-2, H-3), 2.16 (s, 3H, H-
5).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 152.59 (C-1), 151.12 (C-7), 146.34 (C-2), 139.83 (C-6),
130.35 (C-4), 116.54 (C-8), 114.47 (C-5), 18.29 (C-3).

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 194.87 (195.09).

5.1.1.1.17 N-(2-Methyl-5-nitrophenyl)-4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-amin (17)

H-

4

H W12
H-1| N\\rN e 12NO,
H2N __N " H-14

H-9 H-11
H-3~" X\ H-6

H-48_ __N
H-5
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M .
Verbindun n [mmol m bzw. V Ag.
g [g/mol] [ | q
16 194.19 22.4 434¢g 1.0
15 176.22 24.6 433¢g 1.1

16 und 15 wurden in Butanol (60 mL) gel6st und fiir 48 Stunden auf 115 °C erhitzt.
Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch mit Wasser (30
mL) verdiinnt und eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Filtration wurde
das Produkt als gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 6.02 g, 22.35 mmol, 88%.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.33 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-6), 9.25 (s, 1H, H-7), 8.80
(d, J = 2.4 Hz, 1H, H-12), 8.73 (dd, J = 4.8, 1.5 Hz, 1H, H-5), 8.63 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H-
1), 8.52 (dt, J = 8.0, 1.8 Hz, 1H, H-3), 7.90 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz, 1H, H-14), 7.59 (d, J =
5.1Hz, 1H, H-2), 7.59 (m, 1H, H-4), 7.52 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-11), 2.43 (s, 3H, H-9).

ESI-MS m/z fiir [M]* (berechnet): 307.457 (307.107).

5.1.1.1.18 6-Methyl-N*-(4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)benzol-1,3-diamin (18)

H-7
H hi2 HI15 H ¢
N N H8 K13 NH, N .c-9. N c-10C-15 NH2
H-1 \\r c-1 \\r
H-2 | s N D:_M C-2 — N D:-m
e 1007 - c1 cha
H-3.7 "\ H-6 C-5 \ C-8
H48___N ce~_~-N
H-5 c-7
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ) '
17 307.31 1.302 400 mg 1.0
Palladium auf Aktivkohle 40 mg 10 wt-%
Wasserstoff

In entgastem EtOAc (50 mL) wurden 17 und Palladium auf Aktivkohle suspendiert
und 22 Stunden bei Raumtemperatur unter Wasserstoffatmosphare gerihrt,
anschlielend wurde Uber Celite® 535 (Carl Roth) filtriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung quantitativ als

gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 360 mg, 1.30 mmol, 100%.
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IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9.24 (dd, J = 2.2, 0.7 Hz, 1H, H-6), 8.69 (dd, J = 4.8,
1.6 Hz, 1H, H-5), 8.66 (s, 1H, H-7), 8.46 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-1), 8.40 (dt, J = 8.0, 1.9
Hz, 1H, H-3), 7.53 (ddd, J = 8.0, 4.8, 0.7 Hz, 1H, H-4), 7.36 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-2),
6.86 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-11), 6.78 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-12), 6.33 (dd, J = 8.0, 2.3 Hz,
1H, H-14), 4.84 (s, 2H, H-15), 2.06 (s, 3H, H-10).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 161.46 (C-9), 161.28 (C-3), 159.31 (C-1), 151.29 (C-7),
148.09 (C-8), 146.72 (C-15), 137.92 (C-10), 134.22 (C-5), 132.27 (C-4), 130.29 (C-14),
123.78 (C-6), 119.29 (C-12), 111.08 (C-16), 110.89 (C-13), 107.04 (C-2), 17.21 (C-11).

ESI-MS m/z fiir [M+H]* (berechnet): 277.99 (278.14).

5.1.1.1.19 tert-Butyl 4-(4-((4-methyl-3-((4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-
yl)amino)phenyl)carbamoyl)benzyl)piperazin-1-carboxylat (,,Boc-
Imatinib“) (19)
H-14 H-15 H-16

H-7

H

H- 12
N K/N O
H-17 \ﬂ/ j<
_N H11 O (@] H-18
X\ H-6

C23

c-14
c1o c16NQH17/©/\ chsOcze
c-27

c1s O

Verbindung [g/mol] n [mmol] m bzw. V Aq.
18 277.33 1.42 394 mg 1.0

2 320.39 1.56 500 mg 1.1
HBTU 379.24 1.56 592 mg 1.1
DIPEA 129.25 1.56 272 pL 1.1
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Eine Losung aus 2, HBTU und DIPEA in DMF (10 mL) wurde bei Raumtemperatur 10
Minuten gerthrt. AnschlieBend wurde eine Lésung 18 in DMF (6 mL) zugegeben.
Nach 4 Stunden bei Raumtemperatur wurde die Reaktionslésung in eiskaltem
Wasser (180 mL) geféllt und der Niederschlag abfiltriert. Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum wurde durch Saulenchromatographie (DCM/MeOH =
95:5) das Produkt als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 459 mg, 0.96 mmol, 56%.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.21 (s, 1H, H-12), 9.28 (dd, J = 2.3, 0.9 Hz, 1H, H-
6), 8.97 (s, 1H, H-7), 8.68 (dd, J = 4.8, 1.6 Hz, 1H, H-5), 8.51 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H-1),
8.48 (ddd, J = 8.0, 2.3, 1.7 Hz, 1H, H-3), 8.08 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-8), 7.99 (dt, J = 8.4,
0.9 Hz, 2H, H-13), 7.58-7.39 (m, 4H, H-4, H-11, H-14), 7.43 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H-2),
7.21(d, J = 8.5 Hz, 1H, H-13), 3.57 (s, 2H, H-15), 2.89 (d, J = 0.4 Hz, 4H, H-17), 2.73
(d, J = 0.7 Hz, 4H, H-16), 2.23 (s, 3H, H-9), 1.40 (s, 9H, H-18).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 162.27 (C-17), 161.58 (C-9), 161.15 (C-6), 159.46 (C-
8), 151.34 (C-25), 148.17 (C-1), 137.80 (C-10), 137.05 (C-16), 134.41 (C-3), 132.19 (C-
5), 130.03 (C-13), 127.81 (C-12), 127.72 (2C, C-20), 127.36 (2C, C-19), 123.77 (C-2),
117.22 (C-14), 116.74 (C-15), 107.52 (C-7), 79.21 (C-26), 51.54 (C-22), 35.77 (2C, C-
23), 30.76 (2C, C-24), 27.99 (3C, 27), 17.64 (C-11).

ESI-MS m/z fiir [M+H]* (berechnet): 580.31 (580.30).

5.1.1.1.20 N-(4-Methyl-3-((4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)phenyl)-4-
(piperazin-1-ylmethyl)benzamid (,, Norimatinib“) (20)

H-14  H-15 H-16

N
-13

K/NHH-18

H-17
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M .
Verbindun n [mmol m bzw. V Ag.
g [g/mol] [ 1 q
Boc-Imatinib (19) 579.70 0.173 100 mg 1.0
TFA 114.02 1.52 mL

Zu einer auf 0 °C gekihlten Lésung aus Boc-lmatinib (19) in DCM (3 mL) wurde
langsam TFA gegeben, sodass die Temperatur konstant blieb. Nach 1 Stunde bei
0 °C lie man das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwarmen und entfernte
DCM und TFA im Vakuum, sobald kein Edukt mehr vorhanden war. Nach Extraktion
mit DCM und Wasser wurden die organischen Phasen vereint, mit gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach
sdulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH/Triethylamin = 84:15:1)
wurde das Produkt erneut extrahiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt,
um das Produkt als gelblichen Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 51 mg, 0.106 mmol, 61%.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.25 (s, 1H, H-12), 9.37 — 9.29 (m, 1H, H-6), 9.05 (s,
1H, H-7), 9.02 (s, 1H, H-18), 8.78 — 8.72 (m, 1H, H-5), 8.63 (dt, J = 8.1, 1.8 Hz, 1H, H-
3),8.54 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-1), 8.10 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-8), 8.02 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-
13), 7.66 (dd, J = 8.1, 5.0 Hz, 1H, H-4), 7.60 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-14), 7.50 — 7.46 (m,
1H, H-11), 7.47 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-2), 7.22 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-10), 4.17 (s, 2H, H-
15), 3.29 (s, 4H, H-17), 3.08 (s, 4H, H-16), 2.23 (s, 3H, H-9).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 164.77 (C-17), 161.08 (C-9), 159.55 (C-8), 158.26 (C-
6), 149.84 (C-1), 146.81 (C-4), 137.70 (C-10), 137.01 (C-16), 136.12 (C-3), 135.26 (C-
18), 132.83 (C-5), 130.37 (C-13), 130.34 (C-21), 130.08 (2C, C-20), 127.94 (2C, C-19),
127.83 (C-12), 124.44 (C-2), 117.32 (C-14), 116.88 (C-15), 107.63 (C-7), 48.22 (2C, C-
23), 41.31 (2C, C-24), 17.64 (C-11).
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5.1.1.1.21 4-((4-(2-Fluorethyl)piperazin-1-yl)methyl)-N-(4-methyl-3-((4-(pyridin-3-
yl)pyrimidin-2-yl)Jamino)phenyl)benzamid (,,Fluorethyl-Imatinib*”,
SKI1696) (21)

Verbindung [g/“r:ol] n [mmol] m bzw. V Aqg.
Norimatinib (20) 479.59 0.083 40 mg 1.0
1-Brom-2-fluorethan 126.96 0.667 49.6 pL 8.0
Kaliumcarbonat 138.20 0.459 63.4 mg 5.5

Zu einer Suspension aus Norimatinib (20) in MeCN (5 mL) wurde Kaliumcarbonat,
sowie 1-Brom-2-fluorethan gegeben und bei 90 °C im Rickfluss erhitzt. Nach 18
Stunden wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, mit EtOAc und Wasser
extrahiert, die vereinten organischen Phasen mit gesattigter Natriumchlorid-Losung
gewaschen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Feststoff wurde in DCM
aufgenommen, zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Aufreinigung mittels semipraparativer
HPLC (Gradient: 15-23% MeCN) wurde das Produkt als oranger Feststoff erhalten.

Ausbeute: 25 mg, 0.048 mmol, 57%.

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 10.25 (s, 1H, H-12), 9.37 (s, 1H, H-6), 9.04 (s, 1H, H-
7),8.79 (s, 1H, H-5), 8.63 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-3), 8.54 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-1), 8.10 (d,
J=1.9 Hz, 1H, H-8), 8.01 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-13), 7.66 (s, 1H, H-4), 7.57 (d, J = 8.1
Hz, 2H, H-14), 7.50 — 7.46 (m, 1H, H-11), 7.47 (d, J = 4.9 Hz, 1H, H-2), 7.22 (d, J = 8.4
Hz, 1H, H-10), 4.72 (dt, J = 47.2, 4.1 Hz, 2H, H-19), 4.08 (s, 2H, H-15), 3.23 — 2.91 (m,
10H, H-16, H-17), 2.23 (s, 3H, H-9).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-de) & 164.84 (C-17), 161.08 (C-9), 159.56 (C-8), 149.90 (C-
1), 146.86 (C-4), 137.70 (C-10), 137.03 (C-16), 136.03 (C-3), 135.10 (C-18), 130.09
(2C, C-20), 127.92 (2C, C-19), 117.30 (C-14), 116.87 (C-15), 107.63 (C-7), 79.51 (d, J =
167.9 H, C-26), 59.12 (C-22), 55.80 (d, J = 18.8 Hz, C-25), 50.16 (2C, C-24), 49.38 (2C,
C-23), 17.65 (C-11).

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 526.33 (526.27).

5.1.1.2 DOG1-Verbindungen

5.1.1.2.1 N-Benzyl-4-phenylthiazol-2-amin (22)

H-2 . C-2

Ho7 c-10
H-1 C-1
H-6 H-9 c-8 c-12
N 2335 N c9
H-3 \) NH H-8 c-3 \) NH Cc-11
L | Ve
H-4 S C-6 S

Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ' '

2-Brom-1-phenylethan-1-on 199.05 3.00 597 mg 1.0
N-Benzylthioharnstoff 166.24 3.15 524 mg 1.05

Eine Losung aus 2-Brom-1-phenylethan-1-on in EtOH (12 mL) wurde auf 80 °C
erhitzt und N-Benzylthioharnstoff wurde zugegeben. Nach 45 Minuten bei 80 °C
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand mit DCM und
Wasser extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint, mit gesattigter Natrium-
chlorid-Lésung gewaschen und lber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen
des Ldsungsmittels im Vakuum wurde das gelbe Ol mit Aceton versetzt, das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt wurde als farbloser
Feststoff erhalten.

Ausbeute: 785 mg, 2.95 mmol, 98%.

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.16 (t, J = 5.9 Hz, 1H, H-5), 7.82 (dd, J = 8.3, 1.3 Hz,
2H, H-3), 7.43 = 7.30 (m, 6H, H-1, H-2, H-8, H-9), 7.28 — 7.21 (m, 2H, H-7), 7.05 (s,
1H, H-4), 4.51 (d, J = 5.9 Hz, 2H, H-6).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 168.26 (C-7), 149.85 (C-5), 139.25 (C-9), 134.84 (C-4),
128.42 (2C, C-2), 128.28 (2C, C-11), 127.52 (2C, C-3), 127.23 (C-1), 126.93, 125.58
(2C, C-10), 101.15 (C-6), 47.78 (C-8).

ESI-MS m/z fiir [M+H]* (berechnet): 267.05 (267.10).

137



Experimenteller Teil

5.1.1.2.2 N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-phenylthiazol-2-yl)benzamid  (,,Eact’”)

(23)
O———
H-2 c2
Hot O H-9 / H-10 c-1
(0]
N>/ ZaSe N
H-3 \ NS—N c3
— H-11
H-4 —8 H-8 0
H-5 H-7
H-6 Cc-11
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ' )
22 266.36 1.50 400 mg 1.0
3,4,5-Trimethoxybenzoylchlorid 230.64 2.25 519 mg 1.5
Pyridin 79.10 6.00 484 uL 4.0

Unter Argonatmosphdre wurde zu einer Suspension aus 22 und Pyridin in
wasserfreiem Toluol (16 mL) eine Losung aus 3,4,5-Tromethoxybenzoylchlorid in
wasserfreiem Toluol (8 mL) gegeben und das Reaktionsgemisch bei 110 °C im
Rickfluss erhitzt. Nach 6 Stunden wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und
der Riickstand mit EtOAc und Wasser extrahiert, die vereinten organischen Phasen
mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und (ber Magnesiumsulfat
getrocknet. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (cHex/EtOAc = 4:1)
wurde das Produkt als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 470mg, 1.02 mmol, 68%.

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.84 (dd, J = 8.3, 1.2 Hz, 2H, H-3), 7.79 (s, 1H, H-4),
7.39 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H-2), 7.32 — 7.27 (m, 3H, H-1, H-5), 7.22 (d, J = 7.3 Hz, 1H, H-
6), 7.18 (d, J = 7.1 Hz, 2H, H-7), 6.81 (s, 2H, H-9), 5.45 (s, 2H, H-8), 3.69 (s, 3H, H-10),
3.63 (s, 6H, H-11).

13C NMR (126 MHz, DMSO-d) & 170.03 (C-13), 158.94 (C-7), 152.70 (2C, C-16),
148.27 (C-5), 139.06 (C-17), 137.56 (C-9), 134.07 (C-4), 129.39 (C-14), 128.68 (2C, C-
10), 128.44 (2C, C-2), 127.84 (C-1), 126.99 (C-11), 126.39 (2C, C-12), 125.59 (2C, C-
3), 110.34 (C-6), 104.62 (2C, C-15), 60.10 (C-18), 55.84 (2C, C-19), 52.79 (C-8).

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 461.20 (461.15).
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5.1.1.2.3 N-benzyl-4-(4-fluorphenyl)thiazol-2-amin (24)

H-1

F H-6 c-10
H-5 H-8 Cc-8 C-12
- N C-9
H-2 N—NH H-7 NN“—NH c-1
\ H-4 k’7
H3 —S S
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ' '
2-Brom-1-(4-f|uz:‘phenyl)ethan-l- 217.04 500 434 mg 10
N-Benzylthioharnstoff 166.24 2.00 333 mg 1.0

Eine LOsung aus 2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on in EtOH (8 mL) wurde auf
80 °C erhitzt und Thioharnstoff zugegeben. Nach 30 Minuten bei 80 °C wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit DCM und Wasser
extrahiert, die vereinten organischen Phasen mit gesattigter Natriumcarbonat-
Losung, sowie mit gesattigter Natriumchlorid-Loésung gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde
das Produkt als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 572 mg, 2.00 mmol, 100%.

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.18 (t, J = 5.9 Hz, 1H, H-4), 7.85 (dd, J = 8.9, 5.6 Hz,
2H, H-2), 7.42 — 7.30 (m, 4H, H-6, H-7), 7.26 (d, J = 7.0 Hz, 1H, H-8), 7.19 (t, J = 9.0
Hz, 2H, H-1), 7.03 (s, 1H, H-3), 4.50 (d, J = 5.9 Hz, 2H, H-5).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 168.33 (C-7), 161.40 (d, J = 244 Hz, C-1), 148.76 (C-5),
139.19 (C-9), 131.46 (C-4), 128.27 (2C, C-10), 127.50 (d, J = 8.1 Hz, 2C, C-3), 127.50
(2C, C-11), 126.93, (C-12) 115.22 (d, J = 21.5 Hz, 2C, C-2), 100.86 (C-6), 47.74 (C-8).

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 285.05 (285.09).

5.1.1.2.4 N-Benzyl-N-(4-(4-fluorphenyl)thiazol-2-yl)-3,4,5-trimethoxybenzamid
(,Fluor-DOG1”) (25)

F 1 H-8 o™ H-9
o) d
N
H2 H_3\ S\>—«N . o— H10
Ha H-6
H-5 c-11
Verbindung [g/“r:ol] n [mmol] m bzw. V Aq.
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24 284.35 0.25 71 mg 1.0
3,4,5-Trimethoxybenzoylchlorid 230.64 1.00 230 mg 4.0
Pyridin 79.10 2.00 160 pL 8.0

Unter Argonatmosphdre wurde zu einer Suspension aus 24 und Pyridin in
wasserfreiem Toluol (5 mL) 3,4,5-Trimethoxybenzoylchlorid gegeben und das
Reaktionsgemisch bei 110 °C im Ruckfluss erhitzt. Nach 5 Stunden wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand mit EtOAc und Wasser
extrahiert, die vereinten organischen Phasen mit gesattigter Natriumchlorid-Losung
gewaschen und (ber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach saulenchromato-
graphischer Aufreinigung (cHex/EtOAc = 3:1) wurde das Produkt als farbloses Ol
erhalten.

Ausbeute: 107 mg, 0.22 mmol, 89%.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.92 — 7.82 (m, 2H, H-2), 7.77 (s, 1H, H-3), 7.35 —
7.13 (m, 7H, H-1, H-4, H-5, H-6), 6.81 (s, 2H, H-8), 5.45 (s, 2H, H-7), 3.69 (s, 3H, H-9),
3.62 (s, 6H, H-10) .

13C NMR (75 MHz, DMSO-de)* & 170.05 (C-13), 160.17 (C-7), 152.70 (2C, C-16),
147.26 (C-5), 139.06 (C-17), 137.54 (C-9), 130.70 (d, J = 3.3 Hz, C-4), 129.34 (C-14),
128.46 (2C, C-10), 127.61 (d, J = 8.1 Hz, 2C, C-3), 127.00 (C-11), 126.36 (2C, C-12),
115.57 (d, J = 21.4 Hz, 2C, C-2), 110.10 (C-6), 104.60 (2C, C-15), 60.11 (C-18), 55.83
(2C, C-19), 52.80 (C-8).

* Anmerkung: das Signal von C-1 konnte nicht eindeutig zugeordnet werden, da
durch die niedrige Signalintensitdt das Dublett im Rauschen nur schlecht sichtbar
war.

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 479.3 (479.14).

5.1.1.2.5 N-Benzyl-4-(4-nitrophenyl)thiazol-2-amin (26)

O,N - H-6 O,N . c1 c-10
H-5 H-8 C-8 C-12
N C-9
N\ H-7 N c-11
H-2 \ l:‘l|4-| k;NH
H3 —S c-6 S

Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ' '
2-Brom-1-(4-n|t;cro]phenyl)ethan-1- 244.04 50 122¢ 10
N-Benzylthioharnstoff 166.24 5.0 831 mg 1.0
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Eine Losung aus 2-Brom-1-(4-nitrophenyl)ethan-1-on in EtOH (14 mL) wurde auf
80 °C erhitzt und N-Benzylthioharnstoff zugegeben. Nach 20 Minuten wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, die gelben Kristalle wurden in Natriumhydroxid-
Losung (0.1 M, 55 mL) bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieRend mehrmals
mit Wasser gewaschen. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde das
Produkt als orangen Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1.56 g, 5.0 mmol, 100%.

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) 6 8.37 (s, 1H, b, H-4), 8.24 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H-1), 8.07
(d, J = 9.0 Hz, 2H, H-2), 7.47 (s, 1H, H-3), 7.40 (d, J = 7.1 Hz, 2H, H-6), 7.35 (t, J = 7.6
Hz, 2H, H-7), 7.26 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H-8), 4.54 (s, 2H, H-5).

13C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6 168.57 (C-7), 147.58 (C-5), 146.03 (C-1), 140.66 (C-4),
138.91 (C-9), 128.34 (2C, C-11), 127.56 (2C, C-10), 127.05 (C-12), 126.37 (2C, C-3),
123.99 (2C, C-2), 106.35 (C-6), 47.79 (C-8).

ESI-MS m/z fiir [M+H]* (berechnet): 312.06 (312.08).

5.1.1.2.6 N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-(4-nitrophenyl)thiazol-2-yl)benzamid
(,Nitro-DOG1”) (27)

O-5N P H-8 o / H-9
2
Q o
N>_'
H-2 \ S>—N — H-10
s —S H-7 @)
H-4 H-6
H-5 Cc-11
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ) '
26 311.36 4.82 150¢g 1.0
3,4,5-Trimethoxybenzoylchlorid 230.64 7.23 1.67¢g 1.48
Pyridin 79.10 19.27 1.56 mL 4.0

Unter Argonatmosphdre wurde zu einer Suspension aus 26 und Pyridin in
wasserfreiem Toluol (50 mL) 3,4,5-Trimethoxybenzoylchlorid gegeben und das
Reaktionsgemisch bei 110 °C im Riickfluss erhitzt. Nach 22 Stunden wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt mittels Sdulenchromato-
graphie (cHex/EtOAc = 3:1 > 1:1) aufgereinigt. Die Saule wurde gespiilt
(DCM/MeOH = 90:10) und die erhaltene Fraktion Uber eine kurze Saulen-
chromatographie (DCM/MeOH = 100:0) erneut aufgereinigt. Die Produktfraktionen
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wurden vereint und das Losungsmittel im Vakuum entfernt, um das Produkt als
gelben Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 1.56 g, 3.09 mmol, 64%.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.26 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H-1), 8.15 (s, 1H, H-3), 8.10
(d, J = 9.0 Hz, 2H, H-2), 7.35 — 7.26 (m, 2H, H-4), 7.26 — 7.14 (m, 3H, H-5, H-6), 6.82
(s, 2H, H-8), 5.47 (s, 2H, H-7), 3.69 (s, 3H, H-9), 3.63 (s, 6H, H-10).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 170.25 (C-13), 159.56 (C-7), 152.71 (C-16), 146.51 (C-
5), 146.09 (C-1), 140.02 (C-4), 139.13 (C-17), 137.38 (C-9), 129.13 (C-14), 128.48 (2C,
C-10), 127.06, 126.46 (2C, C-12), 126.44 (2C, C-3), 124.18 (2C, C-2), 114.47 (C-6),
104.65 (2C, C-15), 60.10 (C-18), 55.84 (2C, C-19), 52.12 (C-8).

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 506.19 (506.14).

5.1.1.2.7 N-(4-(4-Aminophenyl)thiazol-2-yl)-N-benzyl-3,4,5-trimethoxybenzamid

(28)
H-1 o—
HoN S H-9 Pl
Q o
N>’
H-3 \ N—N 0
H-a S H-8 O
H-5 H-7
H-6 c-1
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ) '
Nitro-DOG1 (27) 505.55 0.99 500 mg 1.0
Zinn(11)-chlorid 189.61 6.93 131¢g 7.0

Nitro-DOG1 (27) und Zinn(ll)-chlorid wurden in entgastem EtOAc (10 mL)
suspendiert und unter Argonatmosphare auf 60 °C erhitzt. Nach 55 Stunden wurde
das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur gekihlt und mit gesattigter Natrium-
carbonat-Losung versetzt. Nach Filtration wurde das Filtrat mit EtOAc und Wasser
extrahiert, die vereinten organischen Phasen mit gesattigter Natriumchlorid-Losung
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat gewaschen. Nach sdulenchromato-
graphischer Aufreinigung (cHex/EtOAc = 3:2) wurde das Produkt als gelber
kristalliner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 239 mg, 0.50 mmol, 51%.
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1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.51 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3), 7.35 (s, 1H, H-4), 7.33 —
7.13 (m, 5H, H-5, H-6, H-7), 6.78 (s, 2H, H-9), 6.55 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2), 5.43 (s, 2H,
H-8), 5.27 (s, 2H, H-1), 3.69 (s, 3H, H-11), 3.62 (s, 6H, H-10).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 169.82 (C-13), 158.51 (C-7), 152.68 (2C, C-16),
149.38 (C-5), 148.55 (C-1), 138.97 (C-17), 137.69 (C-9), 129.62 (C-14), 128.42 (2C, C-
10), 126.96 (C-11), 126.65 (2C, C-3), 126.43 (2C, C-12), 122.28 (C-4), 113.72 (2C, C-
2), 105.70 (C-6), 104.58 (2C, C-15), 60.10 (C-18), 55.82 (2C, C-19), 52.66 (C-8).

ESI-MS m/z fir [M+H]* (berechnet): 476.16 (476.16).

5.1.1.2.8 N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-(4-(piperidin-1-yldiazenyl)phenyl)-
thiazol-2-yl)benzamid (, Triazen-DOG1”) (29)

C-15

Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq.
[g/mol]

28 475.56 0.303 144 mg 1.0
Salzsdure 3M 1.212 404 uL 4.0
Natriumnitrit 68.99 0.455 31.3mg 1.5
Piperidin 85.15 0.758 75.8 puL 2.5
Kaliumcarbonat 138.20 1.576 217 mg 5.2

Zu einer auf 0 °C gekihlten Suspension aus 28 in MeCN/H,0 (2:1, 792 uL) wurde
langsam Salzsdure zugegeben, sodass die Temperatur konstant blieb. Eine Losung
aus Natriumnitrit in Wasser (396 plL) wurde tropfenweise zugegeben und die
Reaktion bei 0 °C fir 30 Minuten gerihrt. Die Reaktionslosung wurde langsam zu
einer Suspension aus Piperidin, Kaliumcarbonat und MeCN/H,0 (2:1, 1.5 mL)
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gegeben und fiir 45 Minuten bei 0 °C gerihrt, anschlieRend 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde mit EtOAc
und Wasser extrahiert, die vereinten organischen Phasen mit gesattigter
Natriumchlorid-Losung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung (cHex/EtOAc = 3:1) wurde Uber Kieselgel
filtriert (Laufmittel: cHex/EtOAc = 3:2) und das Produkt als rosabeiger Feststoff
erhalten.

Ausbeute: 102 mg, 0.179 mmol, 59%.

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 7.81 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-5), 7.72 (s, 1H, H-6), 7.36
(d, J = 8.5 Hz, 2H, H-4), 7.33 — 7.14 (m, 5H, H-8, H-9, H-10), 6.80 (s, 2H, H-11), 5.46
(s, 2H, H-7), 3.74 (s, 4H, H-3), 3.69 (s, 3H, H-13), 3.63 (s, 6H, H-12), 1.64 (s, 6H, H-1,
H-2).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 170.00 (C-16), 158.94 (C-10), 152.70 (2C, C-19),
149.77 (C-8), 148.16 (C-4), 139.04 (C-21), 137.58 (C-12), 131.28 (C-7), 129.43 (C-17),
128.45 (2C, C-14), 127.00 (C-15), 126.43 (2C, C-13), 126.29 (2C, C-6), 120.36 (2C- C-
5), 109.56 (C-9), 104.61 (2C, C-18), 60.10 (C-22), 55.84 (2C, C-23), 52.77 (3C, C-3, C-
11), 23.68 (3C, C-1, C-2).

ESI-MS m/z fir [M+H]* (berechnet): 572.23 (572.23).

5.1.1.2.9 2-Brom-1-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-
yl)phenyl)ethan-1-on (30)

H-1 C-1
>?L ? >?L
o-B 2 S
0]
H-3
>y
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ' '
4-Acetylphenylboronsaurepinakol- 22611 5.00 12308 10
ester
N-Bromsuccinimid 177.99 5.50 1.046 ¢ 1.1
para-Toluolsulfonsdure
190.22 5.50 0.979g 1.1
Monohydrat

Zu einer Losung aus 4-Acetylphenylboronsdurepinakolester und para-
Toluolsulfonsdure in MeCN (50 mL) wurde N-Bromsuccinimid gegeben und bei 50 °C
fir 3 Stunden gertihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde mit
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EtOAc und wadssriger Natriumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, die vereinten
organischen Phasen mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Produkt wurde nach sdulenchromatischer
Aufreinigung (cHex/EtOAc = 9:1) und anschlieBender Umkristallisation in cHex als
kristalliner farbloser Feststoff erhalten

Ausbeute: 1.089 g, 3.35 mmol 67%.

1H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 8.10 — 7.76 (m, 4H, H-2, H-3), 5.66 (s, OH, H-4)*, 4.79
(s, OH, H-4)*, 1.42 — 1.18 (m, 12H, H-1).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 199.81 (C-7), 196.80 (C-7), 186.70 (C-7), 137.16,
135.30, 135.15, 135.06, 134.90, 134.77, 134.71, 133.74, 129.96, 129.66, 128.97,
128.90, 128.22, 127.21, 89.74 (C-2), 84.72 (C-2), 84.63 (C-2), 84.52 (C-2), 84.49 (C-2),
65.93 (C-8), 25.11 (4C, C-1).

* Anmerkung: Signale fir Keto- und Enol-Form sind sichtbar, allerdings fand ein H-
D-Austausch statt, sodass diese Signale sehr klein sind. Im 3C-NMR sind nicht alle
Signale eindeutig zuzuordnen aufgrund der verschiedenen Tautomere.

ESI-MS m/z fur [M+OH] (berechnet): 341.05663, 343.05458 (341.057, 343.055).

5.1.1.2.10 N-Benzyl-4-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-
yl)phenyl)thiazol-2-amin (31)

o) ) “o”
H-6 H-9
N
H-3 \ N—NH H-8
e g H-5

Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aq
[g/mol] ) '
30 325.01 2.32 754 mg 1.0
N-Benzylthioharnstoff 166.24 2.32 386 mg 1.0

Eine Losung aus 30 in MeCN (6 mL, + 0.017% TFA) wurde auf 80 °C erhitzt und N-
Benzylthioharnstoff zugegeben. Nach 2 Stunden wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und mit EtOAc und wdssriger Natriumhydrogencarbonat-Losung
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit gesattigter Natrium-
chlorid-Lésung gewaschen und (iber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach sdulen-
chromatographischer Aufreinigung (cHex/EtOAc = 4:1 > 1:1) wurde das Produkt als
blassgelber kristalliner Feststoff erhalten.
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Ausbeute: 721 mg, 1.84 mmol, 79%.

'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & 8.18 (t, J = 5.9 Hz, 1H, H-5), 7.84 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-
2),7.67 (d, J=8.2 Hz, 2H, H-3), 7.40 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H-7), 7.34 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H-
8),7.25(t,J =7.3 Hz, 1H, H-9), 7.16 (s, 1H, H-4), 4.52 (d, J = 5.9 Hz, 2H, H-6), 1.30 (s,
10H, H-1).

13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & 168.77 (C-9), 150.04 (C-7), 139.58 (C-11), 137.90 (C-

6), 135.11 (2C, C-5), 128.74 (2C, C-12), 127.98 (2C, C-13), 127.41 (C-14), 125.37 (2C,
C-4), 103.07 (C-8), 84.02 (2C, C-2), 72.45 (C-), 25.15 (4C, C-1).

* Anmerkung: das Signal von C-3 konnte nicht eindeutig zugeordnet werden,
aufgrund der niedrigen Signalintensitat.

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 393.18023 (393.180).

5.1.1.2.11 N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)phenyl)thiazol-2-yl)benzamid (,,BPin-DOG1”) (32)

A \ N\>,N H-11
_ i O—H-10

c-14
Verbindung M n [mmol] m bzw. V Aqg.
[g/mol]
31 392.32 1.40 551 mg 1.0
3,4,5-Trimethoxybenzoylchlorid 230.64 2.81 648 mg 2.0
Pyridin 79.10 11.25 900 pL 8.0

Zu einer Losung aus 31 und Pyridin in wasserfreiem Toluol (10 mL) wurde unter
Argon-Atmosphare 3,4,5-Trimethoxybenzoylchlorid gegeben und bei 110 °C fir 8
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Stunden im Ruckfluss geruhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum
wurde mit EtOAc und leicht angesauertem Wasser (pH 5-6) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und
Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung
(cHex/EtOAc = 3:1) wurde das Produkt als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 578 mg, 0.99 mmol, 70%.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7.87 (d, J = 8.5 Hz, 2.5H, H-2, H-4), 7.81 (d, J = 8.7
Hz, 0.5H, H-2), 7.69 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3), 7.29 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-6), 7.25 — 7.14
(m, 3H, H-7, H-8), 6.82 (d, J = 3.6 Hz, 3H, H-9), 5.46 (s, 2H, H-5), 3.69 (s, 3H, H-11),
3.64 (s, 6H, H-10), 1.29 (s, 12H, H-1).

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 170.07 (C-15), 159.10 (C-)9, 152.71 (2C, C-18),
147.95 (C-7), 139.08 (C-19), 137.51 (C-11), 136.68 (C-6), 134.84 (2C, C-5), 133.61 (C-
3), 129.36 (C-16), 128.43 (2C, C-13), 127.02 (C-14), 126.51 (2C, C-12), 124.96 (2C, C-
4), 111.60 (C-8), 104.65 (2C, C-17), 83.65 (2C, C-2), 60.10 (C-21), 55.85 (2C, C-20),
52.78 (C-10), 24.67 (4C, C-1).

ESI-MS m/z fur [M+H]* (berechnet): 587.23763 (587.238).

5.2 Radiochemische Synthesen

5.2.1 Allgemeine Methoden der Radiochemie

Sowohl fir die Trocknung des Fluorids, als auch die Radiosynthesen wurden
absolutierte Losungsmittel in mindestens analytischem Reinheitsgrad verwendet,
sofern nicht anders angegeben. Fur die Herstellung wassriger Losungen wurde
Tracepur-Wasser (Merck) verwendet. Chemikalien wurden in mindestens analy-
tischem Reinheitsgrad verwendet. Als ReaktionsgefaRRe dienten 5mL Wheaton Vials
aus Glas mit konischem Boden.

Zur Analyse per HPLC wurde ein Dionex UltiMate 3000 System ausgestattet mit
einer Chromolith Performance (RP-18e, 100-4.6 mm, Merck) Sdule verwendet. Zur
semipraparativen Aufreinigung wurde ein Knaur Blue Shadow System mit
Chromolith Performance (RP-18e, 100-10 mm, Merck) Sdule verwendet. Beide
Systeme waren mit den Radioaktivitatsdetektoren Gabi-Star (Raytest) ausgestattet.

5.2.2 Trocknung von [18F]Fluorid

Waissrige [*8F]Fluorid-Lésung wurde von der Zyklotron AG (Karlsruhe) oder von
EuroPET (Freiburg) erworben, die durch Bestrahlung von [*¥0]H.O via der
Kernreaktion 20(p,n)'8F erhalten wurde. Vor weiterer Benutzung wurde diese
Losung mittels Anionenaustausch und azeotroper Trocknung wie folgt aufgereinigt.
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Die [*®F]Fluorid-Lésung wurde auf eine konditionierte Anionenaustauscher-
Kartusche (Sep-Pak® Light Accell™ Plus QMA Carbonate, Waters) gegeben und mit
Luft getrocknet zur Entfernung von Target-Wasser. Die Elution des ['®F]Fluorids
erfolgte mit einer Lésung aus MeCN (800 pL), Base (Kaliumcarbonat-Losung bzw.
Kaliumoxalat-Losung, 1 M, 12.5 pL), Tracepur-Wasser (187.5 uL) und K22, (12.5 mg)
in ein Wheaton-Vial. Unter einem Heliumstrom wurde das Gemisch bei 90 °C und
bei 600 mbar 4 Minuten azeotrop getrocknet. Die azeotrope Trocknung wurde
zweimal unter Zugabe von MeCN (800 pL) wiederholt, anschlieRend wurde bei
reduziertem Druck (< 50 mbar) bis zur vollstandigen Trockenheit eingedampft.

5.2.3 Radiosynthese von [18F]Fluor-Norimatinib

Eine Losung aus dem Precursor Boc-Nitroimatinib (7, 5 mg, 8 umol) in DMSO (500
uL) wurde zur frisch getrockneten ['8F]KF/K222/K2CO3 Mischung gegeben und fir 8
Minuten bei 150 °C unter Rihren erhitzt. Die Reaktionslésung wurde auf etwa 90 °C
gekihlt und eine Losung aus Ascorbinsdure (2 mg) in wassriger Salzsaure (2 M, 200
uL) zugegeben. Nach 10 Minuten bei 85 °C wurde die Reaktionslésung auf Raum-
temperatur gekihlt, mit Wasser (1.5 mL) verdinnt und mittels semipraparativer
HPLC (MeCN/H,O/TFA = 17/83/0.1) aufgereinigt. Das erhaltene Produkt wurde mit
Wasser auf ein Volumen von 20-25 mL verdiinnt, auf eine zuvor konditionierte C-18-
Kartusche (Sep-Pak® Light C18 Plus, Waters) geladen und mit Wasser (10 mL)
gewaschen. Die fraktionierte Elution des Produktes erfolgte mit einer Losung aus
Ascorbinsdure (0.125 mg/mL) in EtOH/Wasser (1/1).

5.2.4 Radiosynthese von [18F]D0OG1-Verbindungen

5.2.4.1 Precursor: Nitro-D0OG1

Eine Losung aus Nitro-DOG1 (27, 4 mg, 8 umol) in Loésungsmittel (500 pL; DMSO,
DMF, MeCN bzw. MeCN/'BuOH) wurde zur frisch getrockneten ['8F]KF/K222/Base
Mischung gegeben und fiir 30 Minuten bei 110-180 °C unter Riihren erhitzt. Nach
Abkihlen der Reaktion auf Raumtemperatur erfolgte die Reaktionskontrolle mittels
analytischer HPLC.

5.2.4.2 Precursor: Triazen-D0OG1

Die [*®F]Fluorid-Lésung wurde auf eine konditionierte Anionenaustauscher-
Kartusche (Sep-Pak® Light Accell™ Plus QMA Carbonate, Waters) gegeben und mit
Luft getrocknet zur Entfernung von Target-Wasser. Die Elution des ['®F]Fluorids
erfolgte mit Natriumcarbonat-Losung (50.6 mM, 800 pL) in ein Eppendorf Reak-
tionsgefal. 80 uL des Eluats wurden in ein Wheaton-Vial (A) lberfihrt und nach
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Zugabe von MeCN (800 pL) unter einem Heliumstrom bei 90 °C und 600 mbar 4
Minuten azeotrop getrocknet. Die azeotrope Trocknung wurde zweimal unter
Zugabe von MeCN (800 uL) wiederholt, anschlieBend wurde bei reduziertem Druck
(< 50 mbar) bis zur vollstandigen Trockenheit erhitzt.

In einem weiteren Wheaton-Vial (B) wurde eine Suspension aus Triazen-DOG1 (29,
1.0 Aq.) und Tetrachlormethan (200 plL) auf -10 °C gekihlt, Trifluormethansulfon-
saure (2.0 Aq.) zugegeben und bei -10 °C fiir 10 Minuten geriihrt.

Eine Suspension aus dem azeotrop getrockneten ['8F]NaF/Na,COs, 15-C-5 (0.5 Aq.)
und Tetrachlormethan (200 uL) wurde zu B gegeben, 3 Minuten bei -10 °C gerihrt
und auf 90 °C erhitzt. Nach 30 Minuten wurde das Reaktionsgemisch auf
Raumtemperatur abgekiihlt, mit MeCN versetzt und mittels HPLC analysiert.

5.2.4.3 Precursor: BPin-DOG1

Die [*®F]Fluorid-Lésung wurde auf eine konditionierte Anionenaustauscher-
Kartusche (Sep-Pak® Light Accell™ Plus QMA Carbonate, Waters) gegeben und mit
Luft getrocknet zur Entfernung von Target-Wasser. Die Elution des ['®F]Fluorids
erfolgte mit einer Lésung aus MeCN (800 pL), Kaliumcarbonat-Lésung (0.1 M, 7.23
uL), Kaliumoxalat-Loésung (1 M, 6.02 pL), Tracepur-Wasser (186.8 pL) und K222 (6.3
mg) in ein Wheaton-Vial. Unter einem Heliumstrom wurde das Gemisch bei 90 °C
und bei 600 mbar 4 Minuten azeotrop getrocknet. Die azeotrope Trocknung wurde
zweimal unter Zugabe von MeCN (800 plL) wiederholt, anschlieRend wurde bei
reduziertem Druck (< 50 mbar) bis zur vollstdndigen Trockenheit erhitzt.

Eine Losung aus dem Precursor BPin-DOG1 (32, 11.7 mg, 20 umol) und
Tetrakis(pyridin)kupfer(ll)-triflat (13.6 mg, 20 umol) in N,N-Dimethylacetamid (400
uL) wurde zur frisch getrockneten [8F]KF/K222/K2CO3/K2C204 Mischung gegeben
und fir 20 Minuten bei 120 °C unter Rihren erhitzt. Die Reaktionslésung wird auf
Raumtemperatur abgekihlt, mit MeCN/H20 (3:1, 800 pL) verdiinnt und mittels
semipraparativer HPLC (MeCN/H,0O/TFA = 52/48/0.1) aufgereinigt. Das erhaltene
Produkt wurde mit Wasser auf ein Volumen von 20-25 mL verdiinnt, auf eine zuvor
konditionierte C-18-Kartusche (Sep-Pak® Light C18 Plus, Waters) geladen und mit
Wasser (10 mL) gewaschen. Die fraktionierte Elution des Produktes erfolgte mit
einer Losung aus Ascorbinsdure (0.125 mg/mL) in EtOH/Wasser (9/1).

5.3 Exvivo- und in vitro-Experimente

5.3.1 Bestimmung des Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (logD)

Zu einem Zwei-Phasen-Gemisch aus n-Octanol (800 pL) und Natriumphosphat-
Puffer (0.05 M, pH 7.4, 800 pL) wurde der Radiotracer (2 pL) gegeben und fiir 5
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Minuten gut durchmischt. Nach Zentrifugation zur Trennung der Phasen wurden
aus jeder Phase Proben zur Aktivitatsbestimmung im Gamma-Counter entnommen.
Die Berechnung des logD-Wertes ergab sich wie folgt:

Cmectanol—Phase
log
Cmeuffer—Phase

logD =

5.3.2 Bestimmung der Serumstabilitdt

Eine phosphat-gepufferte Losung des Radiotracers (100 pL, pH 7-7.4, EtOH < 10%)
wurde zum Serum (500 uL, Ursprung: Mensch, Ratte oder Maus) gegeben und bei
37 °C vorsichtig geschiittelt. Zu definierten Zeitpunkten wurde ein Aliquot (75 L)
entnommen, mit MeCN (75 pL) gemischt und 5 Minuten auf Eis gekiihlt. Nach
Zentrifugation wurden Uberstand und Niederschlag getrennt und die Aktivititen
gemessen. Der Uberstand wurde per HPLC auf Metaboliten analysiert.

5.3.3 Allgemeine Methoden der Zellkultur

Medien, Puffer und Zusatze (Invitrogen, Merck Millipore, PAA, Sigma Aldrich)
wurden unter steriler Handhabung verwendet und nach dem Offnen bei 4 °C
gelagert. Die GIST-Zelllinien wurden durch das MITIGATE-Konsortium erworben und
entsprechend der Protokolle (s.u.) kultiviert. Die Zelllinie K562 wurde von der
ECACC erworben und unter den empfohlenen Bedingungen (s.u.) kultiviert.

Alle Zelllinien wurden bei 37 °C mit angefeuchteter Luft, die 5% CO, enthilt,
inkubiert und bei einer Konfluenz von etwa 90% den empfohlenen Bedingungen
(s.u.) entsprechend gesplittet.

Zum Splitten von Suspensionszellen wurden die Zellen zuerst resuspendiert, um
Aggregate zu trennen. Das entsprechende Volumen wurde in ein Falcon-Tube
pipettiert und bei 300G fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt,
das Zellpellet mit frischem Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche mit
frischem Medium Uberfiihrt.

Bei adherenten Zellen wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBS (10 mL)
vorsichtig gewaschen ohne den Zellrasen zu beschadigen. Nach Entfernen des PBS,
wurde Trypsin (2-3 mL, je nach FlaschengréRe) so zugegeben, dass der Zellrasen
komplett benetzt ist und bei 37 °C fir mehrere Minuten inkubiert bis sich die Zellen
ablésen lassen. Die Zellen werden mit frischem Medium resuspendiert und ein
entsprechendes Volumen in eine Zellkulturflasche mit frischem Medium UGberfiihrt.

Zur Bestimmung des ICso-Wertes mittels kompetitivem Bindungsassay wurde ein
MultiScreenurs Vakuum-Filtrationssystem (Merck Millipore) und dazugehorige 96-
Well DV-Filtermembran-Platten (Merck Millipore) verwendet.
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Die Radioaktivitatsmessungen erfolgten in verschlossenen Kunststoff-R6hrchen mit
dem Wizard 2480 (Perkin EImer) mit einer Messdauer von einer Minute pro Probe.

5.3.4 Zelllinien

GIST-T1: Medium: DMEM mit FCS (10%) und L-Glutamin (2 mM)
Splitten: Trypsin (0.05%), 3 Minuten bei 37 °C; 1:10 — 1:15 (alle 4-6
Tage)

GIST882: Medium: RPMI 1640 mit FCS (15%), L-Glutamin (2 mM) und

Gentamycin (10 pg/mL)
Splitten: Trypsin (0.25%), 6 Minuten bei 37 °C; 1:3 — 1:6 (alle 6-8

Tage)

GIST430: Medium: IMDM (mit GlutaMax) mit FCS (15%) und Gentamycin (10
ug/mL)
Splitten: Trypsin (0.25%), 5 Minuten bei 37 °C; 1:4 — 1:8 (alle 6-8
Tage)

K562: Medium: RPMI 1640 mit FCS (10%) und L-Glutamin (2 mM)

Splitten: 1:10 — 1:40 (alle 3 — 6 Tage)

5.3.5 Zellmembran-Permeabilitdt

24-48 Stunden vor Beginn des Experiments wurden 1x10° Zellen in jedes Well einer
6-Well-Platte pipettiert und direkt vor dem Experiment dreimal mit kaltem DMEM
(+ 1% FCS) gewaschen. Die Inkubation des Radioliganden (1 nM je Well, mit bzw.
ohne Zugabe von 1 uM Imatinib als Block-Substanz) fand in DMEM (+ 1% FCS) bei 37
°C fur 1-3 Stunden statt (Gesamtvolumen: 1.5 mL/Well), anschlieRend wurden der
Uberstand entfernt und die Zellen zweimal mit kaltem DMEM (+ 1% FCS) ge-
waschen. Die vereinten Uberstinde wurden als ,Waschfraktion” gesammelt, um
den Anteil an freiem ['8F]FNI zu bestimmen. Die Zellen wurden zweimal fir je 5
Minuten mit kaltem Glycin-Puffer (0,05 M, pH 2.8) inkubiert und die Uberstinde als
,Glycin-Fraktion” zur Bestimmung des membrangebundenen Anteils gesammelt.
Danach wurden die Zellen mit Natriumhydroxid-Losung (1 M) lysiert und als ,NaOH-
Fraktion” gesammelt, um den Anteil an intrazelluldirem [*3F]FNI zu bestimmen.
AbschlieBend wurden die Aktivitdten der Fraktionen und der Standards des Radio-
liganden in einem Gamma-Counter gemessen. Zur Bestimmung der spezifischen
intrazelluldren Anreicherung wurden die Aktivitdten der Wells mit Block-Substanz
von denen ohne abgezogen.
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5.3.6 Kompetitiver Bindungsassay

Nach Inkubation einer 96-Well-Multiscreen-Filterplatte mit PBS (+1% BSA) fiir eine
Stunde bei 37 °C, wurde der Uberstand entfernt und 1x10° in Assay-Puffer
suspendierte Zellen in jedes Well pipettiert. Nach gleichzeitiger Zugabe des Radio-
liganden (1 nM) und des Kompetitors (0-5 uM Norimatinib oder Imatinib) wurde die
Zellen fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert (Gesamtvolumen: 100 pL/Well). Der
Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen dreimal mit kaltem PBS gewaschen. Die
Membranfilter wurden ausgestanzt und fir die Aktivitats-Messung im Gamma-
Counter gesammelt. Standards des Radioliganden wurden zur Bestimmung der
eingesetzten Aktivitditsmenge verwendet. Alle Messergebnisse wurden sowohl
gegenlber unspezifischer Bindung an den Membranfiltern korrigiert, als auch
gegeniber den Aktivitaten der komplett geblockten Fraktionen (5 uM Kompetitor),
um Nullwerte zu erhalten. ICso-Werte wurden mittels GraphPad Prism 6.03 mittels
nicht-linearer Regression mit der Fitting-Methode least-squares (ordinary) fit
erhalten.

5.3.7 Zellmembranfragmentierung

Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (350G, 5 min), anschlieRend wurde der
Uberstand vorsichtig abgenommen und das Zellpellet mit PBS (50 mL) resuspen-
diert. Nach erneuter Zentrifugation (350G, 5 min), wurde der Uberstand abge-
nommen und das Zellpellet in Homogenisationspuffer (10 mM HEPES, pH 7.6, 5 mL)
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in einen vorgekiihlten Dounce-Homo-
genisator Uberfihrt und bei 4 °C mit 20 Hilben homogenisiert. Nach Zentrifugation
(600G, 10 min, 4 °C) wurde der Uberstand abgenommen und dessen Proteingehalt
mittels Bradford-Assay bestimmt. Die Suspension wurde aliquotiert und bei -20 °C
gelagert.1!

5.3.8 Radiometrischer Kinase-Assay

Der radiometrische Kinase-Assay wurde durch ProQinase (Freiburg, Deutschland)
nach folgender Vorschrift durchgefiihrt: In einer 96-Well FlashPlate (Perkin Elmer)
wurden zum Assay-Puffer [70 mM HEPES-NaOH pH 7.5, 3 mM MgCl;, 3 mM MnCl;,
3 uM Natriumorthovanadat, 1.2 mM DTT, 50 pug/mL PEG2o000, ATP (entsprechend
der apparenten ATP-Kn der jeweiligen Kinase)], [y-33P]-ATP (6x10°> cpm/well),
Kinase, Substrat und der zu testende Inhibitor hinzugegeben und bei 30 °C eine
Stunde inkubiert. Durch Zugabe von Phosphorsadure (2%) wurde die Enzym-Reaktion
abgebrochen. Der Uberstand wurde entfernt und die Wells zweimal mit isotoner
Kochsalzlésung gewaschen. Die Inkorporation von [33P]Phosphat wurde durch einen
Mikroplatten-Szintillations-Zahler (Microbeta, Wallac) ermittelt. Die unspezifische
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Bindung an der Platte wurde in Wells ohne Kinase, aber mit Substrat bestimmt
(,low control“), sowie die maximale Bindung in Wells mit Kinase, aber ohne
Inhibitor (,,high control®). Alle Aktivitatsmessungen wurden anhand der folgenden
Formel korrigiert:

Messwert (cpm) - low control (cpm)

Korrigierte Aktivitat (%) = 100 X
orrigierte vitdt (%) high control (cpm) — low control(cpm)

Die I1Cso-Werte wurden mittels Quattro Workflow V3.1.1 (Quattro Research GmbH,
Deutschland) berechnet. Als Fitting-Modell wurde sigmoidal response (variable
slope) mit der Fitting-Methode least-squares fit verwendet.

5.4 Invivo-Experimente

5.4.1 Allgemeine Methoden bei in vivo-Versuchen

Alle Tierstudien erfolgten gemaR dem Tierversuchsantrag G197/14 unter Einhaltung
geltender deutscher Tierschutzgesetze und den Vorschriften des lokalen Tierschutz-
komitees. Die M3use vom Stamm Balb/cJHan®HsdPrkdcs< (,,Balb/c SCID“) wurden
bei Envigo im Alter von 5-8 Wochen erworben und in einem IVC-Kafigsystem unter
ad libido Bedingungen mit sterilem Futter und Wasser gehalten. Die Tiere wurden
taglich zur Beobachtung des Tumorwachstums und des Gesundheitszustandes
untersucht.

Die PET/CT-Messungen wurden am Kleintier-PET/SPECT/CT Albira Il (Bruker Biospin)
durchgefihrt.

5.4.2 Tumor-Inokulation

Eine gekihlte Zellsuspension (100 pL, 102 Zellen/mL in PBS) wurde mit eisgekiihltem
Matrigel (100 uL, Corning) vorsichtig gemischt und in eine gekiihlte Spritze aufge-
zogen. 100 pL dieser Suspension wurden jeder Maus unter Atemnarkose mit
Isofluran (2-3%) subkutan in den linken Oberschenkel injiziert. Nach der Inokulation
liel man die Tumore wachsen bis sie einen Durchmesser von 5-8 mm erreichten.

5.4.3 PET/CT-Bildgebung

Die Tiere wurden mindestens 24 Stunden vor der Messung vom Tierhaus in die
eigene Tierhaltungseinrichtung Gberfihrt, um den Einfluss von transportbedingtem
Stress auf die Messung zu eliminieren.

Vor der Messung wurden die Tiere mittels Atemnarkose (2-3% Isofluran)
narkotisiert, anschlieBend wurden Tiergrofe und —gewicht bestimmt, sowie ein
FlUssigkeitsdepot (0.6-1 mL isotone Kochsalzlosung) subkutan verabreicht. Der
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Radiotracer und eventuelle Inhibitoren/Block-Substanzen wurden intravends tber
die laterale Schwanzvene injiziert.

Mit der Injektion des Radiotracers wurde die 90-minitige PET-Messung gestartet,
die von einer 30-miniiten CT-Messung gefolgt wurde. Wahrend der Messung wurde
die Narkose so angepasst, dass eine stabile Atmung der Tiere vorlag. Nach Ende der
Messungen wurden die Tiere in eine tiefere Narkose versetzt (4-5% lsofluran) und
durch zervikale Dislokation getotet.

Parameter der verwendeten Messprotokolle (Albira Software Suite 5.6.6.20265):

e PET Single 90min

o Modality: PET

o Type: Single

o Capture Mode: Time

o Capture Time: 5400 s

o Reconstruction: MLEM GPU 3R 20x20 0.5, 30 iterations (corrected for
scatter, decay, randoms)

e CT Bed 2 Positions Standard (H/H)

o Modality: CcT

o Type: Bed

o Capture Mode: Step&Shoot

o Quality: Standard (250 projections, 500 uM)
o Intensity: High Dose (400 pA)

o Voltage: High Voltage (45 kV)

o Reconstruction: FBP

e CT Bed Good (H/H)

o Modality: CcT

o Type: Bed

o Capture Mode: Step&Shoot

o Quality: Good (400 projections, 250 uM)
o Intensity: High Dose (400 pA)

o Voltage: High Voltage (45 kV)

o Reconstruction: FBP

5.4.4 Bestimmung der Biodistribution

Sofort nach der Sakrifizierung wurden den Tieren die Organe entnommen, deren
Gewicht bestimmt und die Aktivititsmenge im Gamma-Counter bestimmt. Dazu
wurden die Organe entweder komplett (Gehirn, Herz, Leber, Lunge, Magen, Milz,
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Nebennieren, Nieren, Schwanz, Tumor) oder teilweise (Blut, Diinndarm, Dickdarm,
Knochen, Muskel, Pankreas) entnommen. Magen, Dick- sowie Diinndarm wurden

zusatzlich geleert.

5.4.5 Auswertung der PET-Daten

Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit dem Progamm PMOD 3.611 (PMOD

Technologies). Messzeitabschnitte (Frames) wurden wie folgt definiert:

Frame Messzeit Dauer Frame Messzeit Dauer
(Sekunden) (Minuten) (Sekunden) (Minuten)

1 0-60 1 16 1200 -1320 2

2 60-120 1 17 1320 - 1440 2

3 120-180 1 18 1440 - 1560 2

4 180 -240 1 19 1560 — 1680 2

5 240-300 1 20 1680 — 1800 2

6 300-360 1 21 1800 - 2100 5

7 360-420 1 22 2100 - 2400 5

8 420-480 1 23 2400 - 2700 5

9 480 - 540 1 24 2700 - 3000 5
10 540 - 600 1 25 3000 - 3300 5
11 600 — 720 2 26 3300 - 3600 5
12 720 -840 2 27 3600 — 4200 10
13 840-960 2 28 4200 - 4800 10
14 960 — 1080 2 29 4800 - 5400 10
15 1080 - 1200 2

Nach Eintragen der Versuchsparameter (Tiergewicht,

-groBe, injizierte Aktivitat,

Messbeginn), wurden die VOIs (volumes of interest) erstellt. Dabei wurden je nach

Organ entweder die automatische Konturenzeichnung, die manuelle Zeichnung

oder geometrische Formen (Kugeln, Quader) verwendet (Abb. 93).
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Abb. 93: Definition der VOIs (volumes of interest) am Beispiel einer Maus.
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Anhang

7 ANHANG

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

% ID/g
15-C-5
Aq.

Ar

Asp
ATP
Boc
BPin
BSA
cHex
CML
cpm
CT
CYp
d.c.
DC
DIPEA
DMF
DMSO
DOG1
DOTA
ESI
EtOAc
EtOH
[‘8F]FBB
FBP
FCS
[*8F]FDG

Injizierte Dosis pro Gramm in Prozent
1,4,7,10,13-Pentaoxacyclopentadecan ([15]Krone-5)
Aquivalent

Aryl

Asparaginsaure

Adenosintriphosphat

tert-Butyloxycarbonyl

Borsdure-Pinakolester (4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolanyl)
Bovines Serumalbumin

Cyclohexan

chronische myeloische Leukdamie

Ereignisse pro Minute (counts per minute)
Computertomographie

Cytochrom P450

zerfallskorrigiert (decay corrected)
Diinnschichtchromatographie
N,N-Diisopropylethylamin

N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Discovered on GIST 1
1,4,7,10-Tetraazacyclodecan-1,4,7,10-tetraessigsaure
Elektrospray-lonisation

Ethylacetat

Ethanol

[*8F]Florbetaben

gefilterte Ruckprojektion (filtered back projection)
Fetales Kalberserum (fetale calf serum)

2-Desoxy-2-[*8F]fluor-D-glucose
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[*8F]FET [*8F]Fluorethyltyrosin

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl

FNI Fluor-Norimatinib (N-(3-((4-(6-Fluorpyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)
-4-methylphenyl)-4-(piperazin-1-ylmethyl)benzamid)

GIST Gastrointestinaler Stromatumor

Gly Glycin

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

HBTU (2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-
hexafluorphosphat)

HOACc Essigsaure

HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography)

ID injizierte Dosis

PrOH 2-Propanol

IVC einzelbellfteter Kafig (individually ventilated cage)

K222 Kryptofix® 222

LM Losungsmittel

M Molekiilmasse

MeCN Acetonitril

MeOH Methanol

MIP Maximumintensitatsprojektion (maximum intensity projection)

MRT Magnetresonanztomographie

MS Massenspektrometrie

n-Buli n-Butyllithium

NMR Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance)

NODAGA 1,4,7-Triazacyclononan-1-glutarsaure-4,7-essigsaure

PAP N-Phenylpyrimidin-2-amin (,,Phenylamin-Pyrimidin“)

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
PET Positronen-Emissions-Tomographie

Phe Phenylalanin

p.i. nach Injektion (post injection)
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Pip
py
RCY
RP
RT
RTK
SCF
SCID

SG

SPECT

SUvV

TAC
TFA
TfOH
THF
TKI
TOF
T/M
Vo]

Piperazin

Pyridin

radiochemische Ausbeute (radiochemical yield)
Umkehrphase (reversed phase)
Raumtemperatur

Rezeptor-Tyrosinkinase

Stammezellfaktor (stem cell factor)

schwerer kombinierter Immundefekt (severe combined
immunodeficiency)

Schutzgruppe

Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie  (single  photon
emission computed tomography)

standardized uptake value; SUV = Aktivitatskonzentration [Bg/mL] *
Normierungswert / applizierte Aktivitat [Bq]

Zeit-Aktivitats-Kurve (time activity curve)
Trifluoressigsaure (trifluoroacetic acid)
Trifluormethansulfonsaure

Tetrahydrofuran

Tyrosinkinase-Inhibitor

time of flight

Tumor-zu-Muskel-Verhaltnis

fiir die Auswertung markierter Bereich (volume of interest)

Halogen-Atom: Cl, Br, |
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7.2 Massenspektren

4-(Chlormethyl)-N-(4-methyl-3-nitrophenyl)benzamid (1)

Intens. 140623_MPal0.d: +MS, 0.0-0.3min #14-123
x107 1+

] 304.95 [M+H]+

37

23

1]

] 1+

] 193.75 znl.sn

= .

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 miz

4-((4-(tert-Butoxycarbonyl)piperazin-1-yl)methyl)benzoesaure (2)

Hl:uﬁli_ 140623_MPal3.d: +MS, 0.1-0.3min #28-137
X

1+
08 2007 [MHH]
06

04
1 1+
024 264.96

00 :
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500  mk

tert-Butyl 4-(4-((4-methyl-3-nitrophenyl)carbamoyl)benzyl)piperazin-1-carboxylat
(3)

Hmsii: 140704_Mpal7.d: +MS, 0.1-0.7min #35-251
x10%3 1+

125; 455.18 [M+H]+

100 ]

0753
050

E 1+ 1+
025 195.07 399.08

350 400 450 500 550 600 650 700 750 miz

tert-Butyl 4-(4-((3-amino-4-methylphenyl)carbamoyl)benzyl)piperazin-1-
carboxylat (4)

htelss_ i 1408 14_Mpa32.d: +MS, 0.2-0.3min #63-111
x108 ] 1+
q +
425 425,18 [MHH]
1.00
0.75 ]

0.50

0.25 ]

0.00 : . . e T , T T T
300 350 100 450 500 550 600 650 700 miz
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2-Chlor-4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin (5)

Intens. | 140704_Mpa18_2.d: +Ms, 0.1-0.4min #31-163
x106] 1+
3: [M+H]+ 236.81
q 1+
] 113.90
2
1 ] 1+
] 1+ 1+ 1+ L+ 258,80 1+
0 71117 Dﬁlm lz;rml‘“,'m:'%n 1_9:‘{_]2'5)4'_33 226].92 278.96
Sﬂl o I?Iﬁl o I1lllll T Iiiﬁl o ‘1.‘;0‘ o I‘I}SI T 2|IHI o ZZI‘S I 250 275 miz
2-Chlor-4-(6-fluorpyridin-3-yl)pyrimidin (6)
Intens_ 3] 140623_MPal2_3.d: +MS, 0.1-0.4min #23-172
%107 1 1+
E 209.81 [M+H]+
100 ]
n.?eié
0503 =
] 1+ 192.84
025; 1394 23?&1
q 152.85 J
0001 ; L ; e M N : L ; :
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 miz

tert-Butyl 4-(4-((4-methyl-3-((4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)phenyl)-
carbamoyl)benzyl)piperazin-1-carboxylat (,,Boc-Nitroimatinib“) (7)

10-caweMPa-103_151013162463 #41-134 RT- 0.521.46 AV- 12 NL: 201E6
F: FTMS + p ESI Full ms [100.00-1000.00]

625.28798
CaaHxz Os Nz [M+H]+

100, -0.16510 mmu

Relative Abundance
g

20 489.30740
E CxHuOsHa
20] 0.25269 mmu 663.37695
] 22310999 38825953
10_: CuHi N3 CzzH3 03 M3 61526782
] 041154 mmu 006615 mmu 902 68541
E | Ly Iu B85 38387 sop4ees1 | 99936884
0- T T Hr—rir—1——rrr7 T
200 300 400 500 600 700 300 500 1000
miz
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tert-Butyl 4-(4-((3-((4-(6-fluorpyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)-4-methylphenyl)-
carbamoyl)benzyl)piperazin-1-carboxylat (,,Boc-Fluorimatinib“) (8)

Intens. 140911_MPa36.d: +MS, 1.9-2.1min #297-348
x107] 1+
1 59821
1.25] [M+H]*
1.00
075
. 1+
0.50] 498.16
] 1+ 1 L
0.25] 278.92 + +
1 1+ 35901 1+ 542.15
1 | J l 327.09 }1 403.10 l
D00 L l ‘.-L‘-.“ [ .TJJlnl. WD T, S .L!'l T —
300 400 500 600 700 miz

N-(3-((4-(6-fluorpyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)-4-methylphenyl)-4-(piperazin-
1-ylmethyl)benzamid (,, Fluornorimatinib“) (9)

10-cawe-MPa-105C_151013154723#41-132 RT: 052-1.43 AV: 12 NL- 501E7

F: FTMS + p ESI Full ms [100.00-1000.00]
49824076
cutmonr [MHH]*

045536 mmu

100

90

80}

704
- -
& 60
= 60
f =4
2
= 50
@ 4
= ]
B 40
&

30 0610582

] CzHia O
2 199064 mmu
1 22312085 476. 16396
10 CioHiaNsF CzrHis ON7F 61506512 747 36102
o] -1.92603 mmu 0.99730 mmu 735 87045 | 822 U412 912 44709
. T T T T

™
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
miz

1-(6-Nitropyridin-3-yl)ethan-1-on (10)

Infens | +ME, 212 Imin A(245252)
3 1 [MHH]*

1]
] 181474
&5 ﬁ
w0,

50 100 150 200 250 300 mz
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(9H-Fluoren-9-yl)methyl (4-methyl-3-nitrophenyl)carbamat (11)

hiens, 141215_MPa_63.4: M5, 1.8-1 Smin #441-956

s 1+
o 33216

[M+H,0]*

1
32642

14
a5 21209

200 00 0 800 1000 10 mz
hien . 141215 MPa_63.d:+M52(392.01), 1.0-1. 2min #295-310
®B i+

254

204

1+
19696

3?15_.-25 [M+H]+

1+
143,37

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (3-amino-4-methylphenyl)carbamat (12)

Intens?. ] 1.
*x107 4 34518

5_: [N|+H]+

1+
33,14
367.16
326.42 ! L

200 400 500

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (4-methyl-3-((4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)-
amino)phenyl)carbamat (13)

Irlﬂl'.ii +MS2(545.2), 1.1-1 3min #(197-212
tons . 2645 2), # )

o 1 IM+H]*

6-Methyl-N!-(4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)benzol-1,3-diamin (14)

hiens. i MPa 83 o M5 0440 Gmin#2142
x1 -
S IMHH]
15
1
31219
104
=
23630
4 1+
23113 2.3
0s
WLt \ 3
=822 I 3521 36127 EETE)
o P R T} " !.ML [ TS LT R Lo it b
200 2% 30 2% 40 40 00 mz

169



Anhang

3-(Dimethylamin)-1-(pyridin-3-yl)prop-2-en-1-on (15)

Comment 1 o
- 176,037
= +
g [M]
2
E
1500 -
1000
500
1 |
| e i o L. TPy | PRI TITY T A ) o,
0 ey e T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

1-(2-Methyl-5-nitrophenyl)guanidin (16)

Intens.

] 140623 _MPa01.d: +MS, 0.1-0.4min #40-191
x107] 1+
4] 19487 [NMHH]*
3
2]
] 1+
PR 234.80
1 144.78 1+
] 218.81
ol W . - ; , , , : ; .
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 miz

N-(2-Methyl-5-nitrophenyl)-4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-amin (17)

Comment B ~ S —
g 307:457
g 1200 223157 | [ M +H]+
1000- ‘
|
|
| |
800 |
| |
383872 |
800
291,437
206.221 |
400 I
! [
200 |
|
| \‘. \M
o JMJJWJ\HN.«J W WN%«IJI’JM i ww
175

A

225 azs ais miz
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6-Methyl-N-(4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)benzol-1,3-diamin (18)

Intens. | 140715_MPa22.d: +MS, 0.2-0.4min #32-129
=107 1 1+

3] 277.99 [M+H]+

2]

1]

q 2+ 1+

] 139.35 I+ 33479

] L 193.73 218.81 1 258.80 305.05

L L

125 150 175 200 225 250 215 300 325 350 mz

tert-Butyl 4-(4-((4-methyl-3-((4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)phenyl)carb-
amoyl)benzyl)piperazin-1-carboxylat (,,Boc-Imatinib“) (19)

Intens. 140715 MPa23.d: +Ms, 0.1-1.2min #36-399
x107 1+
8 580.31 .
| [MHH]
G -
1-
] sz [M-BoctH]*
4 -
7 2+
2 240.44 2%
262.45
0 \ 524.23 &
200 250 300 350 400 450 " 500 550 " 600 650 miz

4-((4-(2-Fluorethyl)piperazin-1-yl)methyl)-N-(4-methyl-3-((4-(pyridin-3-
yl)pyrimidin-2-yl)Jamino)phenyl)benzamid (, Fluorethyl-Imatinib“, SKI696) (21)

Intens. "
x‘;;_ 526.33
[M+H]*
1.5
10
0.5 1+
1.224.05 2+
213.04[ 26358
479.35
0.0 . , . A . X .
200 300 400 500 600 700
N-Benzyl-4-phenylthiazol-2-amin (22)
Intensg.t 1e
*102 7 267.07 [M+H]+
3
.
1]
o] T T T T T
200 400 G000 200 1000
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N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-phenylthiazol-2-yl)benzamid(,,Eact”) (23)

Intens.
x107+

265720 [M+H]+

295 .35 3I68.48
L A Li. L

200 400 600 200 1000

N-benzyl-4-(4-fluorphenyl)thiazol-2-amin (24)

Intens. |

“08': zslsfos [M+H]*
.
0 A

200 ' ) e ' ' T

N-Benzyl-N-(4-(4-fluorphenyl)thiazol-2-yl)-3,4,5-trimethoxybenzamid
DOG1”) (25)

1200

(,,Fluor-

Intens
x108 -

0.8 4793 [MH+H]*
06
04-
02

4 2242 2985
00 il LI 1

i - i : T . N T T T
200 400 600 800

172



Anhang

N-Benzyl-4-(4-nitrophenyl)thiazol-2-amin (26)

Intens . {
x107 ]

1+

312.06 [M+H]+

441.96
e

200 ' 400

N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-(4-nitrophenyl)thiazol-2-yl)benzamid (,,Nitro-
DOG1”) (27)

Intens.
x108 |

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0 -4

1+
506.19

[M+H]*

S44.14

200 400 800 200 1000

N-(4-(4-Aminophenyl)thiazol-2-yl)-N-benzyl-3,4,5-trimethoxybenzamid (28)

10-cawe-MPa-120 #42-139 RT: 051148 AV: 13 NL- 145E7
F:FTMS +p Full ms [100.00-1000 00

Reletive Abundance

47616363

CzsHzs OsMN: S [M+H]+
022102 mmu
282 10502
Cis His Ns S
-0.02484 mmu 757.26321
283 10933
223 13166 87950673
CiHiz 02Ny | Crabhale S15.0550 758.26669
0.12879 mmy | 106885 mmu | 47815953 ‘ 69631105 | 799.25925 | 95132163

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
miz
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N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-(4-(piperidin-1-yldiazenyl)phenyl)thiazol-2-
yl)benzamid (,, Triazen-DOG1”) (29)

03-MPa-120#54-171 RT: 052148 AV: 15 NL 333E6
F:FIMS +p Full ms [100.00-1000.00}

57223288
CatHuO4Ns S +H1+
100
90
a0
0
=
& 60
s 60
5
2 520 301.20303
= E CiuH;1 OaNs S
B 40 0.05410 mmu
® 7 243 11731
303 CaHiz N "Nz S
] 1024394 mmu 48714477
20 15313885 Czr Hea 04Nz 15NS
1 CsHuM: 046600 mmu 57424111
I]—:l122‘IJ?IIIIII CaHaa O3 Ns 5Nz S
] i 320544 mmu
nﬁ..]..-...'..........‘......* e AT

LI LI e e | ™
200 300 400 500 600 T00 800 900 1000

miz

2-Brom-1-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)ethan-1-on (30)

03-uki-MPa 144 #52278 RT 049251 AV: 20 NL: 2.52E5
F: FTMS - pESI Full ms [50.00-500.00]

100+ 341.09663 34305458

00 [M+OH]

80

70
o 7
& 60
g -
c 3
3 i
< 90
@« -
% i
s 40
[i's a

30

] 301781 || 0 05180
20 04984 33 06757
103 19606084 27313424
1 13spies 14808840 | 242 96582 | 302 98695
0 = T T dysgaad =T |‘|“| |“| |y|1| |'|“|1|l|‘ it
100 150 200 250 300 350 400 450
miz
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N-Benzyl-4-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)thiazol-2-amin
(31)

03-nukHMPa-143 #54-304 RT 053244 AV: 31 NL 267E6
F: FTMS + p ESI Full ms [50.00-500.00]

311.10192
- CwHis02N2B S
[M-Pinakol+H]* ™7 © = =
100, :
90
80
70
N [M+H]*
g I
$ 303.18023
§ 5)5 CzHzs0z2NzB S
- 7 -0.02751 mmu
= 4
B 407
Z
30 312.10542
] CisHis OzNS
20 0.14818 mmu
E 284.00338 -
3 283.00003
1 1256649 CrH1nONBF 335.68730 30517623
103 _ Ci6H15ON2S | CryHas 02B CuH2ONB S
3 CHsBF  055208mmu ¢ oeona mmu | o 11128 mmu
1 307000 mmu 06698 m 112 0.18156 mmu
l)_||||||||||||||||||||||||‘| |'|||||||||||‘||||||
100 150 200 250 300 350 400 450

mz

N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-
yl)phenyl)thiazol-2-yl)benzamid (,BPin-DOG1”) (32)
03-nukHMPa-146 #3178 RT. 0.531.49 AV: 16 NL: 8.20E6

F: FTMS + p ESI Full ms [100.00-1000.00]
587.23763

CzxzHioNzBF S [M+H]+
0.24916 mmu
100
20
80
70
o 7
2 ]
@ 60—
s 60
g ]
a ]
< ]
@ 7
N
s 407
r
3)—: 302.13895 505. 16052
] CizrHz0OzNBFS CzHie0sNzB
Ear 024706 mmu  0.02419 mmu
1 117.44836 30318064 500.23343
03 CoHers CrHissONF S CarttmoOsNB
1 -0.49078 mmu 015671 mmu 0.025095 mmu -“3'2\75 057 84660
l)__|_|'||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||‘|||
200 300 400 500 600 700 800 200 1000
miz
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7.3 HPLC-Chromatogramme

4-(Chlormethyl)-N-(4-methyl-3-nitrophenyl)benzamid (1)

1.000

1 - MPA 38 140817 #5 [modified by mp11]

UV_VIS_1

mAU

3-2,820

4 -2,990160

WVL:215 nm

-100
1 100_2.-MPA 38 140817 #5 [modified by mp11] Uv_VvIs_2
_|mAU 3-2,820 WVL:254 nm
i |
|
] I
500 \\
] ‘ |
| |
] -1,910 R 3163
1-1, ; 4.9 087
2 1-1.508 Ltk —
-100 — —— : — m
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
4-((4-(tert-Butoxycarbonyl)piperazin-1-yl)methyl)benzoesaure (2)

1.400 1-MPA20 140703 #8 [modified by mp11] UV_VIS_1
' mAU 2.1610 WVL:215 nm
500

T 1-1,353 3.2,270
-200-
4002~ MPA 20 140703 #8 [modified by mp11] Uv_VIS_2
imAU 3 1,610 WVL:254 nm
b |
] \}\
250-| /
: \
125 ( |
] ﬂ
1 min|
-50 — —— — : — ‘
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
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tert-Butyl 4-(4-((4-methyl-3-nitrophenyl)carbamoyl)benzyl)piperazin-1-carboxylat

(3)
3.500_1-MPA34 140819 #16 [modified by mp11] Uv_MvIS_1
' mAU 2,463 WVL:215 nm
1.250-]
i -®.72873
-500-
35002~ MPA34 140819 #16 [modified by mp11] uv_ VIS 2
' JmAU 2-2,463 WVL:254 nm
4 }1‘
* |
1.250] J‘
] I 1
- ;12873
2 1-0,690 325728
-500 — —— —— — ‘ min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
tert-Butyl 4-(4-((3-amino-4-methylphenyl)carbamoyl)benzyl)piperazin-1-
carboxylat (4)
1.000_1- MPA 42 140925 #22 [modified by mp11] UVvV_MIS_1
' mAU WVL:215 nm

E 2-1,700

E 3-1,958.2,343

-100
700 2 - MPA42 140925 #22 [modified by mp11] UV VIS 2
mAU f-1 700 WVL:254 nm
] \
. \
1 |
250-] }
; \\
2 1-0,540 2 1,14_7}L‘ 4 -1.%572,270
T I I I
1 min|
-100 — —— — — e :
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
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2-Chlor-4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin (5)

1.400

1-MPA 112 #11 [modified bymp11]

M

Pa 112 Il F 35-45

UV VIS 1

mAU §

o~

WVL:210 nm

2 - MPA 112 #11 [modified by mp11]

M

Pa 112 Il F 35-45

UV Vvis 2

600 7mAU E WVL:254 nm
|
400— H
] |
i \
i | \
200 ‘
i ol |
; |
] 7|
2 \—’—/IZ}L A I
-100 \ \ \ ————————min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
2-Chlor-4-(6-fluorpyridin-3-yl)pyrimidin (6)
4.000 1-MPA 106 150522 #7 [modified by mp11] UVv_VIS_1
T mAU WVL:215 nm
8 2-2,283
2,500
1.250-
4 1-2,177 | 3128076 -8.59%67
I I T T T
-500-
3.000 2 - MPA 106 150522 #7 [modified by mp11] UVv_ VIS 2
’ mAU 2,283 WVL:254 nm
1 |
2.000
1.000 J \
2 ‘1j-£,177 | 3"248-7?307‘(5‘-3,510
I I I I
-500 I I I I I foin
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
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tert-Butyl 4-(4-((4-methyl-3-((4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)phenyl)-

carbamoyl)benzyl)piperazin-1-carboxylat (,,Boc-Nitroimatinib“) (7)

16001~ MPA 103 150429 #13 [modified by mp11] UV VIS 1
T mAU 2,810 WVL:215 nm
1.000
500
i1 1-2,468 -2,903
T
-200-]
1 6002 MPA 103 150429 #13 [modified by mp11] UV VIS 2
’ ~mAU WVL:254 nm
| 2-2,810
1.000-| {\
| |
500 \
1 \ \
2 A -ZﬂlS@ -2,903
I T
-200 — —— — : — min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

tert-Butyl 4-(4-((3-((4-(6-fluorpyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)-4-methylphenyl)-

carbamoyl)benzyl)piperazin-1-carboxylat (,,Boc-Fluorimatinib“) (8)

7001~ MPA 132 160411 #8 [modified by av5]

UV_VIS 1

mAU 4 -2,443

WVL:215 nm

-100
700 2 - MPA 132 160411 #8 [modified by av5] UV VIS 2
JmAU 4-2.443 WVL:254 nm
4-2,
i (“
;
250-| / l
] \
| \
2 1 -2 ,92%62,303
1 min
-100 : _ _ : : :
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

179



Anhang

N-(3-((4-(6-fluorpyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)-4-methylphenyl)-4-(piperazin-
1-ylmethyl)benzamid (,, Fluornorimatinib“) (9)

1 4001~ MPA 133 160613 #30 [modified by av5] UV_VIS_1
' mAU 21,013 WVL:215 nm
500

- \4_5';
-200-
1 4002~ MPA 133 160613 #30 [modified by av5] Uv_VIS_2
’ _mAU 3-1,913 WVL:254 nm
b I
] \
B \
500-| J
Iz i Tg‘is‘ BOT008 - 2,433
-200-| — — — — — min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
1-(6-Nitropyridin-3-yl)ethan-1-on (10)

1 8001~ MPA74 150202 #15 [modified by mp11] UV_VIS_1
' TmAU 1,207 WVL:215 nm

1.000

" 1-1,0931,377
-200

3.000_2- MPA74 150202 #15 [modified by mp11] UVvV_VIS_2

S mAU WVL:254 nm
| 2-1,207
] |

2.000 }\

1.000-| /\
i } |
T ‘J‘/-Lfgs‘ussa

-500 ‘ ‘ ‘ ‘ -min

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
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Anhang

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (4-methyl-3-nitrophenyl)carbamat (11)

35001~ MPA97 150330 #3 [modified by mp11] UV_VIS_1
’ mAU .3.993 WVL:215 nm
1.250-|
1 1-1,543 2-2,870
T
500
1 8002~ MPA97 150330 #3 [modified by mp11] UV VIS 2
) mAU 3.3.997 WVL:254 nm
| }1
1,000
| |
A 11,543 2-2,870 |
T T .
-200 : —— — — — mn
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (3-amino-4-methylphenyl)carbamat (12)

50001~ MPA98 150331 #7 [modified by mp11] UV VIS 1
' mAU 1-2,847 WVL:215 nm
2.000
h 2 -3,990
-500
3.500 2 - MPA 98 150331 #7 [modified by mp11] UVv VIS 2
’ mAU 1-2.843 WVL:254 nm
1 |
| |
1.250 |
1 2-3,990
72 J L\ I
-500 ‘ —— —— ‘ — min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
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Anhang

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (4-methyl-3-((4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin-2-
yl)Jamino)phenyl)carbamat (13)
1 8001~ MPA 101 150421 #18 [modified by sn5] Uv_MIS_1
' TmAU 10 - 3,883 WVL:215 nm
1.000-|
i 11 -3,987
1 1234489560
-200
1 400-2-MPA 101 150421 #18 [modified by sn5] uv_ VIS 2
' _mAU WVL:254 nm
| A10 -3,883
] \
— |
E / |
500~ }‘
] 2-2,307 \
! |11 - 3,987
P 1-goro3 -pOFEmEEes T
-200-| — — — — — min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

6-Methyl-N-(4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)benzol-1,3-diamin (14)

1 - MPA 139 160809 #23 [modified by mp11] SRV

1.000 mAU

2,040 WVL:215 nm

mAU

900_2.-MPA 139 160809 #23 [modified by mp11] UV VIS 2

|
‘
1 -11,95
2 1-0,563 2-1,137%1,473 ’69-3,170

WVL:254 nm
5-2,040

|

|

min

[ [ [ [ '
1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
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Anhang

3-(Dimethylamin)-1-(pyridin-3-yl)prop-2-en-1-on (15)

25001~ MRE15.11.2013 #4 [modified by mp11] MR47 UV VIS 1
T mAU 1160 WVL:215 nm
1.000]
B A
-500
35002~ MRE15.11.2013 #4 [modified bymp11] MR47 UV VIS 2
Y mAU WVL:254 nm
| 1-1,160
| {\
_ |
i [l
\
| I
| ‘\ |
1,250 \ \
4 ‘ \
] |
| B
2 \} \
-500] ‘ ‘ ‘ ‘ _min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

1-(2-Methyl-5-nitrophenyl)guanidin (16)

2500 1 - MPa 01 140424 #4 [modified by SS45] UV _VIS 1
’ mAU WVL:215 nm
b 1-1,090
1.000—
h 2 - B2l Hhe93
] I T
-500
1.000 2 - MPa 01 140424 #4 [modified by SS45] UVv VIS 2
' mAU WVL:254 nm
8 1-1,090
500
| ( ‘\ 447
b |2 h30 553
min|
-100 — — —T — — :
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
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Anhang

N-(2-Methyl-5-nitrophenyl)-4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-amin (17)

450

1 - MRE14.01.2014 #3 [modified by mp11]

MR57

UV_VIS_1

mAU

6 -3,020

WVL:215 nm

16.0_2- MRE14.01.2014 #3 [modified by mp11] MR57 Uv_VIS_2
“ImAU WVL:254 nm
10,0
] N
\
5,0 i NS
o /\\ Al NS
i | [\
[ [ )
B '/k/ ‘M\M
-2,0-] ‘ — ‘ ‘ ‘ ~min
0,00 1,00 3,00 4,00 5,00

6-Methyl-N-(4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)benzol-1,3-diamin (18)

800 1-MPA39 140819 #6 [modified by mp11] UV VIS 1
—mAU 1,437 WVL:215 nm
500
250
£1 1-0,537 5-2,543
-100-]
700 2 - MPA 39 140819 #6 [modified bymp11] UV VIS 2
mAU WVL:254 nm
il 2-1,437
250-|
] \
1 |
T | 1J_ , 31,623
I
1 min|
-100 ‘ — — — — :
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
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Anhang

tert-Butyl  4-(4-((4-methyl-3-((4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)Jamino)phenyl)carb-

amoyl)benzyl)piperazin-1-carboxylat (,,Boc-Imatinib“) (19)

2200 1-MPA43 140929 #17 [modified bymp11] UV_VIS_1
7T mAU 3-2,103 WVL:215 nm
1.000
-2,23083
I
2000 2 - MPA43 140929 #17 [modified bymp11] Uv_VvIs 2
’ mAU ﬂg'z’ms WVL:254 nm
\\
) “
1.000 “
|
] J \
2 ‘1‘-1,3592‘ - ,aﬂ-%ga@o
-200 — —— — — — min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

N-(4-Methyl-3-((4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)phenyl)-4-(piperazin-1-

ylmethyl)benzamid (,Norimatinib“) (20)

22001~ MPA 126 151027 #8 [modified by mp11] Uv_ VIS 1
7T mAU 1-1,703 WVL:215 nm
1.000—
| #3‘“1“0
-200
2.000 2 - MPA 126 151027 #8 [modified by mp11] UV_VIS_2
' mAU ﬂ1 21,703 WVL:254 nm
1.000
‘\
2 ) \\@34;7,960
-200 — — — — ! min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
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Anhang

4-((4-(2-Fluorethyl)piperazin-1-yl)methyl)-N-(4-methyl-3-((4-(pyridin-3-
yl)pyrimidin-2-yl)amino)phenyl)benzamid (, Fluorethyl-Imatinib“, SKI696) (21)

600 1-MPA 126 151027 #14 [modified by av5] UV VIS 1
mAU WVL:215 nm
i 1-1,773
400
200+
h 2-1,863
-100
500 2 - MPA 126 151027 #14 [modified by av5] UV VIS 2
mAU 1-1.773 WVL:254 nm
4 F‘ )
) \
] H
] \
] \‘
200 \
] \ “
b |2 -1,860
T .
-50 ‘ — — — — min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

N-Benzyl-4-phenylthiazol-2-amin (22)

40001~ MPA55 141114 #4 [modified by mp11] UV VIS 1
T mAU -2,190 WVL:215 nm
2500
1.250]
2] V1\‘-1,347
-500-
2 500_2-MPA55 141114 #4 [modified by mp11] UV VIS 2
77 ImAU WVL:254 nm
— 2-2,190
] (n
| ‘\
1.000 1\
| J\
b 11,347 “—Lr
‘ min
-200 —— — — !
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
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Anhang

N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-phenylthiazol-2-yl)benzamid(,,Eqact”) (23)

800_1 - MPA58 141120 #16 [modified by mp11] UV_VIS_1
—mAU 1-3.377 WVL:215 nm
500
250
B
-100-
3002~ MPA58 141120 #16 [modified by mp11] UV VIS 2
mAU WVL:254 nm
4 1-3,377
| |
|
200-| H
| u
| |
100 ( “
| (\ \
2 Q
-50 ‘ — — — — min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

N-benzyl-4-(4-fluorphenyl)thiazol-2-amin (24)

5.000 1-MPAG67 141217 #3 [modified by av5] MPa 67 org | UVv_ VIS 1
' mAU -2,250 WVL:215 nm
2.000
h [1-1,323
T
-500
3.500 2 - MPA67 141217 #3 [modified by av5] MPa 67 org | UVv VIS 2
' JmAU 2-2,250 WVL:254 nm
f |
. |
] \
J \
] |
1.250- \
| /\
2 11-1,320 J \\ | 3-2,750
I I I
-500 ‘ ‘ ‘ ‘ ~min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
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Anhang

N-Benzyl-N-(4-(4-fluorphenyl)thiazol-2-yl)-3,4,5-trimethoxybenzamid (,,Fluor-
DOG1”) (25)

5.000 1-MPA71 150121 #7 [modified by Ib10] UV VIS 1
' mAU -3,407 WVL:215 nm
2.000
h  1-1,977 L2-
I T
-500
5.000 2 - MPA71 150121 #7 [modified by Ib10] UVv VIS 2
’ mAU 2-3,387 WVL:254 nm
r=
| /\
| |
[
] |
| i
2.000 r \
\
] \
|
’ B
|2 1-1,977 / \
= L :
-500 ‘ ‘ ‘ ‘ ~min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

N-Benzyl-4-(4-nitrophenyl)thiazol-2-amin (26)

3.000_1 - MPA 114 150824 #3 [modified by cw14] UV_VIS_1
' mAU 1.2.937 WVL:215 nm
2,000
1.000-]
h
-500
5 500.2.-MPA 114 150824 #3 [modified by cw14] UV_VIS 2
77 mAU ( -2,937 WWL:254 nm
1 |
1,000 \
] |
j |
2 11-2,033 \{ L
I T
-500 — — — — — min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
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Anhang

N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-(4-nitrophenyl)thiazol-2-yl)benzamid (,,Nitro-
DOG1”) (27)

4.500—1-MPA 116 #9 [modified by mp11] MPa 116 Il F 5-18 UV_VIS_ 1
. _mAU g WVL:210 nm
b s
2.500
1.250-
h
-500
1.600_2-MPA 116 #9 [modified by mp11] MPa 116 Il F 5-18 UV_VIS_2
Y ImAU < WVL:254 nm
] |
| I
1.000] ‘“‘
] \
] 1
1 [
500 I
4 |
|
| [
B \
] I
2 4L\;'—,§,\’—/
1 min
-200 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ; ; : ; ; ;
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

N-(4-(4-Aminophenyl)thiazol-2-yl)-N-benzyl-3,4,5-trimethoxybenzamid (28)

4.000_1-MPA 124 151009 #7 [modified by mp11] UV VIS 1
’ —mAU WVL:215 nm
] 2-2,617
2.500]
1.250-]
i1 ’4-1,817 3-3,607
-500-]
2.000_2-MPA 124 151009 #7 [modified by mp11] UV VIS 2
' mAU P2_2’617 WVL:254 nm
| |
| \

-200 — ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

189



Anhang

N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-(4-(piperidin-1-yldiazenyl)phenyl)thiazol-2-
yl)benzamid (,, Triazen-DOG1”) (29)

1.400 1-MPA131 160317 #5 [modified by av5] Uv VIS 1
' mAU WVL:215 nm
1-2,543

[é)]
o
T

2-2,973-3,307

-200
400_2-MPA 131 160317 #5 [modified by av5] UV VIS 2
—-mAU 2,543 WVL:254 nm
250-| M
] \\
125 ) \
i } \\
2 N 12- 21M
T T .
-50 — — — — — min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

2-Brom-1-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)ethan-1-on (30)

1.800 1-MPA144 170217 #12 [modified by mp11] UV_VIS_2
' TmAU 3.1.367 WVL:254 nm

1.000-|

4 ‘ 7877 4-1,733

| T
-200
1 800_2-MPA 144 170217 #12 [modified by mp11] UV VIS 2
©0 AU 31367 WVL 254 nm
\\

1 \

1.000-| \\

|
1 1,47977 4-1,733
2 \N‘,J(‘IL'_ZA ‘ .
min
-200 ‘ ‘ ‘ ‘ .
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
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Anhang

N-Benzyl-4-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)thiazol-2-amin

(31)

UV_VIS_1

1-MPA147 170306 #10 [modified bymp11]
1.200
mAU

1-1,797 2 -2,557

WVL:215 nm

1.400 2 - MPA 147 170306 #10 [modified by mp11] UV VIS 2
’ JmAU 2-1,790 WVL:254 nm
] q 3-2,557
N ‘\‘ I
. \
500
T | 4-3,250
T
-200 ‘ ‘ ‘ ‘ ~min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-

yl)phenyl)thiazol-2-yl)benzamid (,BPin-DOG1”) (32)

700 1-MPA 148 #12 [modified by mp11] MPa 148 F36-42

UV _ViS_1

mAU

-3,350

WVL:210 nm

300 2 - MPA 148 #12 [modified by mp11] MPa 148 F36-42 UVv_VIS_2
mAU § WVL:254 nm
1 -
o
] I
200-| “\
] |
1
I
] i
100—| |
| - [
8 I
N ||
- “‘ \
|2 %/_/_/_J/_/\QL’&'_/—J’— |
-50 - : ~min
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
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Anhang

7.4 NMR-Spektren
4-(Chlormethyl)-N-(4-methyl-3-nitrophenyl)benzamid (1)

MPa10_PROTON_300_01

855
855
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e
750
~7a7
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]
b
|
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2
ceee
80 79 78 77 76
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150
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j i
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Anhang

4-((4-(tert-Butoxycarbonyl)piperazin-1-yl)methyl)benzoesaure (2)

frai3id 3 53888827 553 838 8 3o
d ERRERERE nan naz 3
[ =Y O T
360
L] 2z ] EEE [+
QS ¥ | Sl F320
Fso
300
40 280
260
1 ! 30
I F240
1
1 20 F220
200
10
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1._.._._ " o F160
F140
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Lao
| 20
. o
1 1 L
R {1 oot
g g 2 22 2 &
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g 8 § &&= 2 F O %2 8 30
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=20

30
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110 100 9 8 70 60 S0 40 30 20 10 0 -0 -20
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Anhang

tert-Butyl 4-(4-((4-methyl-3-nitrophenyl)carbamoyl)benzyl)piperazin-1-carboxylat
(3)

MPa26_PROTON_300_01
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Anhang

tert-Butyl 4-(4-((3-amino-4-methylphenyl)carbamoyl)benzyl)piperazin-1-
carboxylat (4)

MPa33_Proton_500

320
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Anhang

2-Chlor-4-(6-nitropyridin-3-yl)pyrimidin (5)

MPa24_PROTON_300_01
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Anhang

2-Chlor-4-(6-fluorpyridin-3-yl)pyrimidin (6)
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Anhang

idin-2-yl)Jamino)phenyl)-

im
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Anhang

N-(3-((4-(6-fluorpyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)-4-methylphenyl)-4-(piperazin-

1-ylmethyl)benzamid (,, Fluornorimatinib“) (9)
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1-(6-Nitropyridin-3-yl)ethan-1-on (10)

MPa-82_PROTON 300989 2 2282335
e

9.16
L&IS
815
815

AW

I A N

844
844
BAL
841

£
<

|
I i!
AN A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
925 920 9.15 9.10 9.05 9.00 8.95 B.90 8.85r8.80 875 870 B8.65 8.60 8.55 B8.50 8.45 840 835

1 (ppm)

- —m

1100

1000

800

700

500

F400

300

100

T T T T

T T
105 100 95 9.0 85 8.

HPa-82_APT_300201
a

—13633

—27.51

210 200 150 180 170

160

150

140

130

120

110

f1 (ppm

)

100

12000

11000

10000

9000

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

r-1000

2000

3000

4000

5000

200



Anhang

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (4-methyl-3-nitrophenyl)carbamat (11)
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Anhang

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (3-am
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3-(Dimethylamin)-1-(pyridin-3-yl)prop-2-en-1-on (15)
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1-(2-Methyl-5-nitrophenyl)guanidin (16)
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Anhang

N-(2-Methyl-5-nitrophenyl)-4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-amin (17)
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6-Methyl-N?-(4
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Anhang

4-(4-((4-methyl-3-((4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)phenyl)carba-

tert-Butyl

-1-carboxylat (,,Boc-Imatinib“) (19)
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N-(4-Methyl-3-((4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl)amino)phenyl)-4-(piperazin-1-

ylmethyl)benzamid (, Norimatinib“) (20)
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Anhang

4-((4-(2-Fluorethyl)piperazin-1-yl)methyl)-N-(4-methyl-3-((4-(pyridin-3-
yl)pyrimidin-2-yl)amino)phenyl)benzamid (, Fluorethyl-Imatinib“, SKI696) (21)
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Anhang

N-Benzyl-4-phenylthiazol-2-amin (22)
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Anhang

N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-phenylthiazol-2-yl)benzamid (,,Eac:”) (23)
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Anhang

N-benzyl-4-(4-fluorphenyl)th
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iazol-2-amin (24)
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Anhang

N-Benzyl-N-(4-(4-fluorphenyl)thiazol-2-yl)-3,4,5-trimethoxybenzamid (,,Fluor-
DOG1”) (25)
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Anhang

N-Benzyl-4-(4-nitrophenyl)thiazol-2-amin (26)
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Anhang

N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-(4-nitrophenyl)thiazol-2-yl)benzamid (,,Nitro-
DOG1”) (27)
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Anhang

N-(4-(4-Aminophenyl)thiazol-2-yl)-N-benzyl-3,4,5-trimethoxybenzamid (28)
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N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-(4-(piperidin-1-yldiazenyl)phenyl)thiazol-2-yl)-

benzamid (, Triazen-DOG1”) (29)

MPa131_PROTON_300 01 Mo mToo @
- = sss;: ARRAE H

N

3T
=—360
163

22 & REARAZ
Il

—374
—369

10.95-
.00
[5.02

L 2

363

80 79 390 385 380 375 370 3865
1 (ppm)

wT

F(s) G
5.46

3.60

3.55

3.50

1000

500

300

200

100

3.95.
3.00}
6.02:

ro

~-100

4.5

=
Sen
Eo
2

MPal31_APT_300_01

—170.00
— 15854
—152.70
14977
~-148.16
—13904
13758
13128
12943
12845
12700
12643
12629
12036
—109.56
—104.61

s
-
%
—-60.10
5564
—5277

—368

5500

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

--500

--1000

r-1500

--2000

r-2500

T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 1700 160 150 140 130 120 f1 lilll ) 100 S0 80 70 60 50
ppm,

217



Anhang

2-Brom-1-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)ethan-1-on (30)
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Anhang

N-Benzyl-4-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)thiazol-2-amin

(31)

MPa-147_Proton_500

819
—8.18

8.7
—7.85
—783

i
|
N

1]
W

-

JIU‘

4.52
4.51

<a

741
739
735
2734
732

I
I

i

=

|
|
Y \‘W"w"w,‘
(SRS A A\

—r—

@
X

7.16

I

—

@

T

74

73

72

71

—1.30
—107

600

550

500

450

400

350

300

250

200

150

100

T T T T T
12.0 115 11.0 105 100 95 9.0

MPa-147_APT_500

168.77
—150.04

5 6.0
f1 (ppm)

103.07

5.5

—84.02

5.0

1203 =

n

4.0

7245
7042

35

—€0.70
—48.27

25.15

20

30

40

50

60

80

T T T T T T T
0 190 180 170 160 150 140

T
130

T
120

T
110

T
100
f1 (ppm)

90

219



Anhang

N-Benzyl-3,4,5-trimethoxy-N-(4-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-

phenyl)thiazol-2-yl)benzamid (,,BPin-DOG1”) (32)
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