AS

CH 641 754

SCHWEIZERISCHE EIDGENOSSENSCHAFT 6D Int. Cl: C07C 53/21

[P
‘ “ BUNDESAMT FUR GEISTIGES EIGENTUM A61K 49/02

J

Erfindungspatent fiir die Schweiz und Liechtenstein
Schweizerisch-liechtensteinischer Patentschutzvertrag vom 22. Dezember 1978

@ PATENTSCHRIFT as @ 641754

@) Gesuchsnummer: 5617/79 @ Inhaber:
Kernforschungsanlage Jiilich Gesellschaft mit
beschrinkter Haftung, Jiilich (DE)

@ Anmeldungsdatum: 15.06.1979

@ Erfinder:

@ Prioritit(en): 29.06.1978 DE 2828623 Dr. Ernst Joachim Knust, Jiilich (DE)

Dr. Christiane Kupfernagel, Aachen (DE)
Prof. Gerhard St6cklin, Jiilich (DE)

@9 Patent erteilt: 15.03.1984
Vertreter:
@ Patentschrift Patentanwilte Dr.-Ing. Hans A. Troesch und
veroffentlicht: 15.03.1984 Dipl.-Ing. Jacques J. Troesch, Ziirich

69 Mit radioaktivem Halogen markierte Fettsiuren und ein Verfahren zu ihrer Herstellung.

@ Es fehlt ein Produkt fiir Organuntersuchungén, insbe-

sondere Untersuchungen des Herzmuskelstoffwech-
sels. Bei der Abkldrung der Moglichkeit, den Metabolis-
mus von Fettsduren im Herzmuskel in vivo zu untersu-
chen, hat sich iiberraschenderweise gezeigt, dass die Maxi-
malaufnahme der w-F-Fettsduren noch iiber derjenigen
der w-Jod-Fettsiuren liegt: so konnte mit w-18 F-Hepta- -
decansdure eine rasche, bei 40 % der injizierten Dosis, be-
zogen auf das standardisierte Gramm-Herz, liegende Maxi-
malaufnahme durch den Herzmuskel festgestellt werden.
Als derartige Produkte ergaben sich End- oder mittelstin-
dig mit '8 F markierte Fettsiuren mit Ausnahme der o-*® F-
Fettsduren, insbesondere Cy4-C;g-Fettsiuren. Zur Herstel-
lung von '8 F-markierten Fettsiuren setzt man '® F-halti-
ges Kaliumfluorid mit einem Ester der entsprechend bro-
mierten Fettsdure unter Halogenaustausch um. Das Pro-
dukt wird hydrolysiert. Die Reaktion wird in wasserfreiem
Acetamid durchgefiihrt. Eine abschliessende Hochdruck-
fliissigkeitschromatographie dient der Reinigung des Pro-
duktes.
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1. End- oder mittelstindig mit 18F markierte Fettsduren
mit Ausnahme der o-'8F-Fettsduren.

2. C,6-C,s-Fettsiuren nach Anspruch 1.

3. Verfahren zur Herstellung von *8F-markierten Fett-
sduren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 18F-
haltiges Kaliumfluorid mit einem Ester der entsprechend
bromierten Fettsiure unter Halogenaustausch umgesetzt
und das Produkt hydrolysiert wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die Reaktion in wasserfreiem Acetamid durchgefiihrt
wird.

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, gekennzeichnet
durch eine abschliessende Hochdruckfliissigkeitschromato-
graphie zur Reinigung des Produktes.

6. Priparat fiir Aktivititsaufnahmestudien an Organen,
gekennzeichnet durch einen Gehalt an **F-markierter Fett-
sdure nach Anspruch 1.

7. Priparat nach Anspruch 6, gekennzeichnet durch ei-
nen Gehalt an zumindest einer markierten Fettsdure aus der
Gruppe 16-18F-Palmitinsure, 17-#F-Heptadecansiure und
(9/10)-'8F-Stearinsdure.

8. Priiparat nach Anspruch 6 oder 7, gekennzeichnet
durch eine Humanserumalbuminlésung als Losungsmittel.

9. Priiparat nach Anspruch 6 fiir Myocarduntersuchun-
gen.

Die Erfindung betrifft 8F-markierte Fettsduren bzw.
18F_Monocarbonsiuren und ein Verfahren zu ihrer Herstel-
lung.-

Die Méglichkeit, den Metabolismus von Fettséuren im
Herzmuskel in vivo zu untersuchen, ist mit e-halogenierten
Fettsiuren, die mit *Cl, 77Br und *23J markiert waren, so-
wie mit @-77Br- oder @-123J-markierten Fettsduren gezeigt
worden (siehe H.-J. Machulla et al., «Preparation, Quality
Control and Stability of 1*C-, *™Cl-, 7"Br- and 1231.1 abel-
led Fatty Acids for Heart Muscle Metabolism Studies»,
Proc. XIV. International Annual Meeting of the Society of
Nuclear Medicine, Berlin, Sept. 15-18, 1976). Die Ergebnis-
se fithrten zur klinischen Anwendung von 17-1231-Heptade-
canséure fiir die in vivo Diagnose von myokardialen Stoff-
wechselstdrungen — (siehe Ch. Freundlieb et al., «Use of 17-
123]_|abelled Heptadecanoic Acid for Non-Invasively Mea-
suring Myocardiac Metabolism», Proc. XV. International
Annual Meeting of the Society of Nuclear Medicine, Gro-
ningen, Sept. 13-16, 1977).

Die analogen 8F-markierten Sauren wurden mdglicher-
weise wegen der stirkeren Toxizitét — insbesondere bei ge-
rader Anzahl von Kohlenstoffatomen — fiir solche Myo-
carduntersuchungen bislang offensichtlich nicht in Betracht
gezogen, wofiir auch die innerhalb der Reihe der ®-Chlor-,
o-Brom- und @-Jod-markierten Sduren giinstigste (maxima-
le) Aufnahme der jodierten Verbindungen durch den Herz-
muskel ein Grund sein mag.

Uberraschenderweise hat sich jedoch gezeigt, dass die
Maximalaufnahme der @-F-Fettsiuren noch iiber derjenigen
der @-Jod-Fettsiuren liegt: so konnte mit o-'8F-
Heptadecansdure eine rasche, bei 40% der injizierten Dosis,
bezogen auf das standardisierte Gramm-Herz, liegende Ma-
ximalaufnahme durch den Herzmuskel festgestellt werden.

Diese giinstige Maximalaufnahme, deren Ausmass mit
derjenigen von 1-'*C-markierten Fettsduren vergleichbar ist,
wird von einer fiir radiografische Untersuchungen er-
wiinschten verzogerten Elimination begleitet, so dass sich die

o-18F-markierten Fettsduren insgesamt als besonders vor-
teilhaft fiir Myocarduntersuchungen erweisen.

Der stirkeren Allgemeintoxizitit der fluorierten Verbin-
dungen kann durch die Anwendung praktisch trigerfreier

s Priiparate ohne weiteres begegnet werden.

Speziell fiir radiografische Untersuchungen sind die @-
18_Fettsduren besonders geeignet, da 18F ein Positronen-
strahler ist und die rasche und gute Maximalaufnahme im
Verein mit der verzégerten Abgabe optimale Untersu-
chungsbedingungen bietet, die mit den bislang bekannten,
unterschiedlichen Priparaten nicht erreicht werden konnten.

Die Halbwertzeit des !#Fluor von 110 min gestattet eine
Verteilung von 18F-markierten Verbindungen bis in eine
Entfernung von einigen 100 km. Auch in dieser Hinsicht
sind die mit !8F markierten, o-fluorierten Fettsduren den
11C-markierten Verbindungen fiir die Anwendung in der Po-
sitronenemissionstomographie von Organen, insbesondere
des Herzmuskels, iiberlegen.

Zwar wird bereits von G.D. Robinson in den «Proc.

20 Symp. New Devel. Radiopharm. Labelled Comp.», Kopen-
hagen, Bd. I, IAEA Wien: S. 423 (1973), angeregt, in o-Stel-
lung mit 18F substituierte Fettsduren mit bis zu 14 C-Ato-
men wie 2-18Fluorhexanat und 2-18Fluortetradecanat, unter
anderem als Mittel fiir Myocard- Untersuchungen einzuset-

25 zen. Ferner wird die Herstellung von entsprechenden o-!8F-
markierten Fettsdureestern von H.M. A. Karim und G.
Stocklin im J. Lab. Comp. Radiopharm, 13 (1977) 519, be-
schrieben.

Die mit solchen a-8Fluor-Fettsduren bei Herzmuskelun-

30 tersuchungen erzielten Maximalanreicherungen sind jedoch

geringer als die der entsprechenden Chlor-, Brom- oder Jod-

verbindungen, so dass keinesfalls mit einer besonders giin-
stigen Wirkungsweise der o-Fluorfettsiuren bei Herzmus-
keluntersuchungen gerechnet werden konnte, wie sie nun
iiberraschenderweise ermittelt wurden.

Gegenstand der Erfindung sind mithin end- oder mittel-
stindig mit *8F markierte Fettsduren mit Ausnahme der a-
18F-Fettsduren.

Speziell die gegebenenfalls auch ungeséttigten, geradket-
40 tigen Monocarbonsduren mit grosserer Kettenlinge — insbe-
sondere mit etwa 10 bis 20 C-Atomen, die in ®-Stellung oder
in mittlerer Position monofluoriert wurden, sind als geeignet
anzusehen.

Aus der vorgenannten Gruppe wurden insbesondere die
o-fluorierten C; ¢- bis C, g-Alkansduren untersucht, ebenso
die in 9- bzw. 10-Stellung monofluorierte, ein Isomerenge-
misch darstellende (9/10)-18-Fluorostearinsdure als mittel-
stindig 8F-markierte Saure. Dabei wurden gute Maximal-
aufnahmewerte erzielt.
so  Besondere Bedeutung kommt im Hinblick auf die Toxizi-

tit fluorierter Verbindungen einem Herstellungsverfahren
mit trigerarmer und gleichzeitig schneller Synthese und Rei-
nigung zu, das innerhalb von hdchstens zwei Halbwertzeiten
abgeschlossen sein sollte (siche auch Karim und Stcklin,

55 loc. cit. S. 520).

Beziiglich der toxischen Eigenschaften weisen endstin-
dige *8F-markierte Fettsduren mit einer ungeraden Anzahl
von Kohlenstoffatomen giinstigere Eigenschaften auf als die
geradzahligen Verbindungen. Bei Applikation der trigerfrei-

¢0 en oder trigerarmen Verbindung unterhalb der kritischen
Konzentrationswerte ist die Toxizitét von untergeordneter
Bedeutung, so dass sich eventuell auftretende Anrei-
cherungs- oder Blockierungsmechanismen beobachten las-
sen konnten.

6s  Die Herstellung der neuen '8F-markierten Fettséuren er-
folgt durch Umsetzung von '8F-haltigem Kaliumfluorid mit
einem Ester der entsprechenden Bromfettsdure unter Halo-
genaustausch, wonach das Produkt hydrolysiert wird. Fiir
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kinetische Untersuchungen des Herzmuskelstoffwechsels
wird zweckmissigerweise ein Produkt verwendet, das mit
Hilfe der Hochdruckfliissigkeitschromatographie gereinigt
worden ist.

Vorzugsweise wird die Reaktion in wasserfreiem Acet-
amid durchgefiihrt. Der Austausch von Brom gegen !#Fluor
in organischen Verbindungen unter Verwendung von K18F
in wasserfreiem Acetamid ist an sich bekannt (siche J.P. de
Kleijn et al, «K*8F from Reactor-Produced Fluorine-18.
Synthesis of Ethyl-2-Fluoropropionate-*8F and 4-Toluene-
sulfonyl Fluoride-!8F», Radiochem. Radional. Letters 23,
(1975) 139).

Vorzugsweise wird ein K18F verwendet, welches durch
Zusatz von KF zu 18F-haltigem H,O erhalten worden ist.

Die Erfindung ist im nachstehenden durch bevorzugte
Ausfithrungsbeispiele erldutert.

Herstellungsbeispiel

Die Herstellung von o-!#F-Palmitinsdure, ©-!8F-Hep-
tadecansdure und (9/10)-*®F-Stearinsiure aus den entspre-
chenden Bromfettsduren erfolgte in jeweils analoger Weise
und wird daher nachfolgend gemeinsam beschricben.

Zu '8F-haltigem Wasser, das durch 3He-Bestrahlung von
10 ml H,O gemdss der Kernreaktion 150(*He,P)!8F erhal-
ten worden war, wurde 1 mg Kaliumfluorid zugesetzt. Die
Losung wurde durch Destillation auf ein Volumen von circa
200 pl eingeengt und dann mit Hilfe einer Mikroliter-Spritze
in eine 3 ml-Brechsiegelampulle aus Quarz iibergefiihrt. In
dieser wurde die Losung an einer Vakuumapparatur unter
leichtem Erwérmen und anschliessendem Erhitzen bis zum
Erreichen eines Vakuums von 107 ¢ bar zur Trockene einge-
dampft.

Nach dem Abkiihlen wurde der Riickstand mit 20 mg
Brom-Fettsduremethylester (dessen Sdureanteil der herzu-
stellenden *8F-Fettsdure entsprach) und 100 mg Acetamid
(aus Benzol umkristallisiert) versetzt. Die Ampulle wurde
evakuiert und verschlossen (abgeschmolzen) und dann 1
Stunde unter Bewegung im Olbad auf 150 °C erhitzt. Die an-
schliessende Verseifung des Esters erfolgte (nach Offnen des
Brechsiegels) durch halbstiindiges Kochen in 2 ml methano-
lischer Kalilauge (5 N) unter Riickfluss. Der Ampulleninhalt
wurde durch Auswaschen mit 10 ml Wasser in ein Schiittel-
gefdss von ca. 60 ml Volumen iiberfithrt. Nach Ansiuern der
Lésung mit 3 ml Schwefelsdure (1 : 6) wurde das Produkt
dreimal mit n-Heptan (1 x 10 ml, 2 X je 5 ml) bei 80 °C ex-
trahiert, wobei die Phasen durch Zentrifugieren getrennt
wurden. Die vereinigten Heptanfraktionen wurden zur Trok-
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kene eingedampft, mit ca. 2 ml Eluens aufgenommen und er-
warmt, worauf die 18F-Fettsdure mit Hilfe der Hochdruck-
fliissigkeitschromatographie (HPLC) abgetrennt wurde.
Gute Trennergebnisse wurden dabei mit der Phasenumkehr-
Chromatographie unter folgenden Bedingungen erreicht:

Chromatograph: Waters; Sdule: Waters, p-NH, Bon-
dapak 30 x 0,4 cm; Eluens: n-Heptan/CH,COOH = 9982,
3 ml/min.

Im Falle der 17-18F-Heptadecansédure wurde dabei eine
radiochemische Ausbeute von 30 + 2% erzielt. Ausgehend
von einer 8F-Produktion in einem Kompaktzyklotron
durch Bestrahlung von Wasser, konnen somit spezifische
Aktivitidten von > 10 mCi/mg erzielt werden. Bei der Her-
stellung der ©-18F-Palmitinsdure wurden dhnliche Aus-
beuten erzielt. Die radiochemische Ausbeute der (9/10)-18F-
Stearinsdure lag bei 4%.

Pharmakologische Untersuchungen

Fiir die Tierexperimente (an Méusen) wurde das Eluat
im Rotationsverdampfer zur Trockne eingedampft, das Pro-
dukt in Humanserumalbuminlésung aufgenommen, die L6-
sung filtriert und ein aliquoter Teil in die Schwanzvene der
Tiere injiziert.

Im Tierexperiment (mit NMRI-M4usen) wurde mit 16-
18F-Hexadecansdure, 17-18F-Heptadecansiure und (9/10)-
18F-Stearinsdure ein rascher Anstieg der *8F-Aktivitdt im
Herzmuskel festgestellt, die schon innerhalb von etwa 2 Mi-
nuten ihr Maximum von ca. 40%/g Herz erreichte. An-
schliessend erfolgte eine zunéchst rasche und dann lang-
samere Elimination (entsprechend einer Eliminierungshalb-
wertzeit von 2 bis 6 beziehungsweise 18 bis 51 Minuten).

Der Aktivitétsverlauf 1dsst sich unter Zugrundelegen der
B-Oxidationstheorie von Fettsduren so deuten, dass die Fett-
sdure nach ihrer schnellen Extraktion durch den Herzmuskel
zunidchst zu Acetyl-Coenzym A und einer niedermolekularen
18F-Carbonsdure abgebaut wird.

Neben der Anreicherung im Herzmuskel ldsst sich die
18E-Aktivitdt auch in den Organen Leber, Lunge, Nieren,
Magen, Darm und Blut nachweisen. Die ebenfalls bei den
drei genannten Fettsduren beobachteten unterschiedlichen
Aktivitdten im Oberschenkelknochen deuten auf verschiede-
ne Metabolisierungs- und Ausscheidungsmechanismen hin.

Die nachfolgende Tabelle zeigt eine Zusammenstellung
von Vergleichsergebnissen, die mit den erfindungsgeméssen
18F-Fettsduren einerseits und bekannten analogen Verbin-
dungen anderseits erhalten wurden. Die Messwerte in Spalte
2 der Tabelle sind auf das individuelle Herz bezogen.

Fettsdure Max, Anreiche- Zeitpunkt der  Eliminierungshalbwertszeit [min]

rung in % der maximalen An-

injizierten Dosis reicherung [min] schnelle Eli- langsame Eli-

pro Herz mination mination
1-[11C}-Palmitinsiure 38+1,0 0,25 0,440,1 3346,5
16-123J-Palmitinsdure 33+04 0,5 2,44+0,5 3346,6
17-123]-Heptadecansiure 3,9+0,4 0,25 2,1+04 254+ 5,0
17-7"Br-Heptadecansdure 22+0,6 0,5 0,6+0,1 36 +72
17-34mCl-Heptadecansédure 2,1+0,6 0,25 0,9+0,2 23447
16-18F-Palmitinsdure 43+13 0,25 3 +0,8 44+ 11
17-18F-Heptadecansiure 484028 0,5 6 +1,5 18+6
9/10-18F-Stearinsidure 42409 0,5 4 +1 24+ 7
2-123]_Stearinsdure 1,4 +0,1 0,5-1 2 +04 13+27
2-77Br-Stearinsdure 1,4+0,3 1 1 40,2 18+ 3,6
2-34mCl-Stearinsdure 20+0,1 1 09+0,2 9+138
2-18F-Stearinsdure 1L,34+0,1 1 0,5+0,1 5+1,5

Man sieht deutlich die hohere Maximalaufnahme und die verzégerte Abgabe, insbesondere in der ersten Phase, der

erfindungsgeméssen Verbindungen.
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