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1. Einleitung
1.1. Krebs

Jede Zelle des menschlichen Koérpers lasst sichiaésweitgehend autonom funktionierende
Einheit betrachten. Abgegrenzt durch eine Zellmemikann diese ,gezielt* Substanzen ins
Zellinnere befordern bzw. aufnehmen und Zellproduktisscheiden. Im Inneren der Zelle
sind kleine Miniatur-Organe, die Organellen, fivaise biochemische Aufgaben zustandig:
Recyclinganlagen, Proteinwerkstatten, Energiekefike, Abfallentsorgung oder die
Steuerzentrale der Zelle dienen flr nichts andalegjie spezifische Funktion einer Zelle zu
erfillen, welche denmomo sapienslie Existenz und seine Verbreitung ermdglicht. Bam
jede einzelne Zelle (Ausnahme: rote Blutkdrpercheigt den exakten Bauplan des Lebens
und dies in kodierter Form als Genom im Zellkerren&, die chemisch aus sogenannten
Desoxyribonukleinsduren (DNS) aufgebaut sind, besen letztendlich die anatomische und
physiologische Struktur und erhalten die Zellfuak&n aufrecht.

Im menschlichen Korper kdnnen sich in jeder SekukidBonen neuer Zellen bilden. Ein
ausgewachsener Organismus ist so lange gesund wnkiiohsfahig, wie die Zahl der
sterbenden der Zahl der entstehenden Zellen ecit$pricin Ungleichgewicht kann zu
Erkrankungen fuhren. Gerat eine Zelle ausser Kbdatnand teilt sie sich nach Belieben,
obwohl fir den Korper kein Bedarf besteht, kanm-Falle, dass die Nachkommen dieser
Zelle den gleichen Drang haben, sich ungesteuetgiln - ein Klon von Zellen entstehen,
welcher sich zuletzt bei weiterer expandierendemérung zu einem Tumor, eine Masse
von unerwinschten Zellen, entwickeln kann. Ein Tynder aus Zellen besteht, welche die
Funktion einer natirlichen Zelle noch austben kach nicht ausbreitet und von geringer
Grosse ist, wird albenignebezeichnet. DidoenignenTumoren kdnnen nur dann zu einem
Risikofaktor werden, wenn sie aufgrund ihres Platleofes andere Funktionen des
benachbarten Gewebes in Mitleidenschaft ziehend@ubenignenTumoren gehéren zum
Beispiel das Myom (gutartiger Tumor des Muskelgesglmder das Fibrom (Fleischwarze).

Waéchst ein grosser Teil der Tumorzellen invasiv #sdt sich das Tumorzellgewebe schlecht
vom gesunden Gewebe abgrenzen, ist meistensnvalignen Tumoren die Rede. Die
Fahigkeit Metastasen zu bilden — die Ausbreitung B@morzellen und die Bildung von
Tochtergeschwilsten in anderen Organen - ist ebeimsgcharakteristisches Merkmal eines
malignenTumors. Damit primére oder sekundéare Tumoren wachséanen, bendtigen sie
eine ausreichende Blutversorgung. Deshalb induzielie meisten Tumoren die Bildung
neuer Blutgefasse, um den Tumor zu erndhren, wadem BegriffAngiogeneséezeichnet
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wird. Die neuen Blutgefasse ernahren den wachsemdemor nicht nur, sondern erhéhen
noch die Wahrscheinlichkeit, dass sich weitere dlottée Mutationen ereignen.

Zusammenfassend l&sst sich sagen:

Damit Krebs entsteht, sind genetische Veranderumggwendig, wobei sich eine normale
Zelle in der Regel erst nach mehreren Mutationeneiime maligne Zelle umwandelt

(entspricht der Beobachtung, dass die Haufigkeitrdeisten menschlichen Krebsarten mit
dem Alter exponentiell zunimmt). Krebszellen teilsich auch ohne wachstumsfordernde
Faktoren und reagiern nicht aApoptose(programmierter Zelltod). Krebszellen haben die
Fahigkeit, die Gewebewand zu durchbrechen und smhim gesamten Korper durch

sekundare Tumoren auszubreitdfe{astasieruny Damit ein Tumor wachsen kann, bendtigt
dieser eine ausreichende BlutversorguliggiogoneseBildung neuer Blutgefasse))(

Der Kampf gegen den Krebs wird schon seit langenfuhge Umfassendere
Behandlungsmaoglichkeiten gibt es nun in der moderdeit, wobei fortlaufend neue
Methoden entwickelt werden. Heutzutage zéhlen zun d&tandardbehandlungen die
Immuntherapie, die Chemotherapie (Zytostatika stoppeilungsfahigkeit der Tumorzellen)
und auch die Strahlentherapie. Unterteilt ist dial8entherapie in Radioonkologie (Strahlen
werden gezielt auf den Tumor gerichtet) und die ISatmedizin bzw. Nukleare Onkologie
(Strahlenquellen werden in den Kdrper bzw. zum Tiugatoracht).

Als Radioaktivitdt bezeichnet man spontane Umwamgprozesse in Atomen, bei denen
energiegeladene Strahlen und Teilch@rStrahlen und B-, B*-, a-Teilchen, Auger-

Elektronen) an die Umgebung abgegeben werden.
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1.2. Nuklearmedizin

Nuklearmedizin ist eine medizinische Disziplin, dsch mit der Anwendung von
Radionukliden (Radioisotopen) in Diagnostik, Theeaynd klinischer Forschung beschatftigt.
Bei diagnostischen Untersuchungen wird im Wesdrghc die Funktion eines Organs
untersucht (bzw. Stoffwechselstérungen). So lags$t beispielsweise nach Verabreichung
eines Radiodiagnostikums die Schilddrisenfunktioneimem geeigneten GerétKamera,
SPECT, PET) darstellen. Dabei werden Substanzmeingdereich von wenigen Nanomol
appliziert, sogenannte Tracer, die zwar eine phkoiogische Information enthalten, aber
meist keine pharmakologische Wirkung entfalten.

In der Nuklearmedizin lassen sich alle Stoffwechsejange untersuchen, fur welche ein

geeigneter Tracer vorliegt.

Radionuklide besitzen instabile Atomkerne, die l§reem Form von ionisierender Strahlung
beim radioaktiven Zerfall abgeben. Fiur diagnoseschwecke werden Radionuklide
eingesetzt, diey-Strahlen erzeugen bzw. Positronen emittieren. PEmission ist eine
elektromagnetische Strahlung, die pro WegeinheihigvdEnergie abgibt (tiefer Linearer
Energie-Transfer (LET)), wodurch sie auch dickeren@beschichten durchdringen kann.
Somit lassen siclStrahlen, die im Korper eines Patienten durchrenaglioaktiven Zerfall

entstanden sind, auch ausserhalb des Kérpers desbnete Apparaturen und Kameratypen

nachweisen.
Radioisotop ty, Zerfallsart E, B+ (Mmax)
[keV] [keV]
*'Ga 3.26d EC (100%) 93, 185, 300
g 9omre 6.02 h IT (100%) 141
E iy 2.81d Auger 172 (90%),
L EC (100%) 247 (94%)
123 13.2h EC (100%) 159
1c 20,4 min B* (100%) 500
8 109.7 min B* (96.7%) 500
EC (3.3%)
3 Scu 12.7 h B (17.9%) 655
X B (39.0%)
E %%Ga 68min  B*(89.1%) 11?)5;3;,
a EC (11.0%)
8y 14.7 h B* (100%) 1076, 628
129 4.18d B (22.8%) 1530

EC (11.0%)

Tabelle 1: Physikalische Daten einiger haufig verwendetenmbatischen Radionuklidéy,
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Fir die Bildgebung werden Single Photon Emissiom@ated Tomography (SPECT) und
Positron Emission Tomography (PET) bzw. gekoppditelalitaten, wie PET-CT (Abbildung
1) und SPECT-CT verwendet.

Abbildung 1: Bild (A) eines Positronen-Emissions-Tomographem@utertomographen (PET-CT);

(B) Das Detektorsystem eines PET-CT Scanner’s.

Beim Einsatz vony-emittierenden Radioisotopen (Tabelle 1) werden dig Bildgebung
SPECT-Gerate verwendet, die Uber eine, zwei odehrene Szintillationsdetektoren
(Abbildung 2) verfigen und um die Kérperachse dasieRten rotieren. Der Kopf eines
Szintillationsdetektors besteht aus einem Kollimatnem Detektor — ein Einkristall aus
Nal(Tl) — und einem Photomultiplier. Dieser groasfliige Einkristall detektiert nur
Gammagquanten, welche den Kollimator passiert habBnHilfe des Kollimators werden
somit selektiv die Gammaquanten vom EinkristalleiBert, die aus einer definierten
Richtung kommen. Jedes Gammaquant, das den Krestaicht, erzeugt einen Lichtblitz
bzw. eine Szintillation. Da dieses Signal sehr neigtsschwach ist, wird es durch einen
Photomultiplier verstarkt und anschliessend in elektrisches Signal umgewandelt,
verarbeitet und im Computer gespeichert bzw. anggzeobei im Falle des SPECT’s
Schnittbilder vom Kdrper dargestellt werden kdnnen.

e Abschimming
L ™ Elektromk
1 —— Photomultpher
Lichtleite
“_._._._,..—F"" L E1TET

SN I [ -

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines SzintillationsdetektAbbildung aus Wikipedia).
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Fur die Positronen-Emissions-Tomographie brauchtReslioisotope, die beim Zerfall
Positronen §*-Zerfall) emittieren. Da ein Positron sehr reakst; tritt es kurz nach seiner
Entstehung in Wechselwirkung mit seinem Antiteilchelem Elektron. Durch die Fusion
werden 2 Photonen, in Form von 511 ke'Quanten, erzeugt (Annihilation), welche sich in
einem Winkel von ca. 180° voneinander entferneeffén diese Gammastrahlen den um den
Patienten angebrachten Detektorring wahrend eirededsters von 10 ns, wird dies als
Positron-Elektron-Vernichtung auf der gedachten id.irzwischen den signalgebenden
Detektoren angenommen (Koinzidenz). Aus einer \elzolcher Koinzidenzsignale kann

ein Schnittbild und ein dreidimensionales Bild lobeet werden.

Basic physics of
positron
emission tomography

511 keV

Y ,
¢ Z"’ Positron gamma /,
= c f{ '..*\ .-
| Positron-emitting S injected

= with
7 positron-
emitting
radionuclide

radionuclide

Annihilation ____‘:._/'

f Electron
! /. /511 keV
‘ / 511 keV J 9amma ray
gamma ray % ’
Positron emission Gamma ray
and positron-electron annihilation PET Scanner detectors

Abbildung 3: Schema des Positronenzerfalls, der Annihilatioe der Koinzidenz.
(Abbildung aus cellsight technologies, imagingrépeutics, PET)

Der Detektorring besteht aus ringférmig angeordmgt®etektoren (aus Bismutgermanat,
Lutetiumyttriumorthosilikat oder Lutetiumoxyorthdikat aufgebaut), die in Koinzidenz
geschaltet sind. Da die erzeugte Annihilation ume Emission eines Positrons nicht am
gleichen Ort stattfinden, ist die ortliche Aufloguauf 2-3 mm beschrankt.

Durch die Koinzidenzmessung besitzt die PET jedagihe geringere Streu- und
Hintergrundstrahlung und damit eine bessere rammliduflosung sowie eine hohere
Sensitivitdét gegentber einer herkdmmlichen SPECTn&ume. Eine groRe Anzahl
kurzlebiger Positronenemitter, wt0, *N, *'C, *®F oder®*Ga, kann fiir die Herstellung von
PET-Radiopharmaka verwendet werden. Die Radionekiid, >N, *'C oder'®F besitzen alle

eine kurze Halbwertszeit von wenigen Minuten bisunfen und werden durch
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Kompaktzyklotrone erzeugt. Die Produktion der Nd&liund die nachtragliche Verarbeitung
zu einem Radipharmakon sollte aufgrund der Kurgledit der Isotope vor Ort erfolgen.

Damit das dem Patienten verabreichte Radiopharmalas gewiinschte Zielorgan bzw.
Zielgewebe erreicht, bendtigt man fur das Radiodu&inen geeigneten chemischen Vektor.
Der chemische Charakter (Vektor, Ligand, Chelat@jomolekul) definiert die
pharmakologische Eigenschaft des Radiopharmakonspestimmt beispielsweise den
bevorzugten Ort der Anreicherung oder die Kinetér Ausscheidung. So kann spezifisch
eine Nierenuntersuchung mit™Tc-MAG; (Mercaptoacetyltriglycin) durchgefithrt werden,
ein frischer Herzinfarkt kann durci™Tc-Pyrophosphat nachgewiesen werden oder mit dem
sehr bekannte®®F-FDG (Fluordeoxyglucose) lasst sich der Glucosisezhsel darstellen
(Tabelle 2).

Radiopharmakon Ligand / Chelator Anwendung

9Mrc-MAG3 Mercaptoacetyltriglycin Nierenszintigraphie

9T c-MDP Methylendiphosphonat Knochenszintigraphie
9Mre-MIBI Methoxyisobutylisonitril Herperfusionsszigtaphie
Mn-HSA Humanes Serumalbumin Infektdiagnostik

B FDG Fluordesoxyglukose Glukosestoffwechselsziapbie

Tabelle 2: Nuklearmedizinische Radipharmaka fiir Routineuntgrangen.

Wahrend in der nuklearmedizinischen Diagnostik lalbige y-Quanten und Positronen
emittierende Nuklide verwendet werden, werden inTderapie Radionuklide eingesetzt, die
o- oder 3-Strahlung emittieren und eine starke Wechselwigkumit der Materie haben
(Tabelle 3). Dies resultiert in einem hohen lineaEmergietransfer (LET) und einer kurzen
Partikelreichweitep’-Strahler senden Elektronen, die je nach Anfangg@meine geringe bis
mittlere Reichweite haben (im Gewebe ein paar Milier), wahrendx-Strahler zweifach
positiv geladene Heliumkerne aussenden, die proéibgit viel Energie bis zu 8 MeV
(**Bi) abgeben und eine sehr kurze Reichweite halmerG@webe ca. 40 - 1Q@m). Das an
den Tumorzellen angebrachte Radiopharmakon kanit seme volle Wirkung entfalten und
durch die ionisierende Strahlung und die erzeuRadikale die Tumorzellen abtéten. Da die
Reichweite dieser Strahlen kurz ist, wird eine galitende Schonung des umgebenden,

gesunden Gewebes ermdglichtJ).
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Radioisotop ty, Zerfallsart E, max. . max. E, @ Reichweite
[keV] [keV] [keV] [mm]

[ “HAt 7.2h a, EC 687 5982 0.06
= 213g; 45.6 min a 1101, 440 8400 0.08
”-; 250 10.0d o 150, 100 5830 0.06

Oy 2.67d B~ (100%) 2270 2.27
_ 13y 8.02d v (81%),p°(19%) 364 606 0.31
% Ty 6.71d v (11%, 6.4%), 113, 208 500 0.24
o B (79%)
= 18Re 3.78d EC (9% 137 1071 0.67

188Re 17h v (15%),p" 155 2116 2.38

Tabelle 3: Physikalische Daten einiger haufig verwendetenagheuntischen Radionuklidd)(

Damit ein therapeutisches Radionuklid zu den Tuedem gelangt, bendétigt es ein
spezifisches Transportmittel (Tragersubstanz), fdasy sein sollte, via Blutkreislauf die
Zielzelle zu erreichen und zu erkennen. Heutzutegeden in der Radiologischen Chemie
Antikorper (Polypeptide), kleine Peptide oder ké&iMolekile als Transportmolekile

verwendet.
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1.3. Rezeptorgesteuerte Radiopharmaka

In den letzten 15 Jahren haben rezeptorgesteuerediofpharmaka in der
nuklearmedizinischen Onkologie an Bedeutung gewoni@er Grund fur das steigende
Interesse ist die Moglichkeit des ,Rezeptortarggti/iele Priméartumoren exprimieren an
der Zelloberflache bestimmte Rezeptoren in einehdlden Masse4). Die Tumorzellen
geben erstens durch dieses chemisch-molekularentirtkgsmerkmal ein gutes Ziel ab und
zweitens wird der Tumor selektiv angegriffen, da djesunden Zellen viel weniger
Rezeptoren exprimieren.

Nach dem ,Schlissel-Schloss-Prinzip“ werden Vektiomentwickelt, die einerseits die
passende Form zu dem gewilnschten Rezeptor hab&rgndierseits unter physiologischen
Bedingungen eine hohe Stabilitat aufweisen. Daewearzinome unterschiedliche Rezeptoren
exprimieren, mussen fur jede Krankheit individustigepasste Vektormolekile entwickelt

werden, die auf nattrlich vorkommenden Peptideinebers.

1.3.1. Geschichtlicher Hintergrund

Tumore durch rezeptorgesteuerte Radiopharmaze{#ikaPeptidbasis) sichtbar zu machen,
gelang erstmals vor ca. 20 Jahren. Damals wurddemNuklearmedizin ein radioaktiv

markiertes Somatostatinanalogon zur vivo Bildgebung humaner Tumore mittels
Szintigraphie eingesetzt. Zu dieser Zeit war diekiBarmedizin hauptsachlich eine

diagnostische Disziplin, wobei vor allem die Bilthgeag pathophysiologischer Vorgédnge im
Vordergrund standen 5( 6). Einige Jahre spater wurden auch rezeptorgesteuer
Radiopharmazeutika eingesetzt, um Thromboséf) (nd Entzindungen 8] zu

diagnostizieren.

1.3.2. Aufbau eines rezeptorgesteuerten Radiophaakons

Alle chemischen Verbindungen, die von einem Rezeggezifisch gebunden werden, werden

zusammenfassend als Liganden bzw. Vektoren bezdichn
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Ist der Vekor auf einem Peptid aufgebaut und istRadionuklid daran assoziiert, wird von
einem rezeptorgesteurten Radiopeptid bzw. Radiopddern gesprochen (Abbildung 4).

©

Rezeptor Biomolekil Spacer Chelator/Metall

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Aufbaus eines rezpgstteuerten Radiopharmakons.

Chemischer Teil:

1. Biomolekul (regulatorisches Peptid und derenldge)
2. Spacer/Linker

3. Bifunktioneller Chelator/Ligand

Signalgebender Teil:
4. Metallisches Radionuklid.

Die Auswahl des Biomolekils wird durch die Natus @ellularen Zieles, also des Rezeptors
bestimmt. Bei Peptiden werden meistens die im Konaglrlich vorkommenden Peptide als

Vorlage fur die Synthese gewéhlt und vor dem Hgmend einer erhdhten Stabilitat und

Spezifitat modifiziert.

1.3.2.1. Peptide

In der Physiologie des Menschen spielen die im Edrattrlich vorkommenden Peptide als
Botenstoffe bzw. als Regulatoren von Wachstums-Zeifunktionen eine wichtige Rolle.
Regulatorische Peptide sind kleine Molekile, die abem im Gehirn, Magen, Darm, in
endokrinen Systemen, Nieren, Lungen, Immun- unda&ssfystemen vorkommen. In sehr
kleinen Konzentrationen kontrollieren sie die Fumkt fast aller Schllisselorgane und

metabolischen Prozesse im Korp8). (Die Wirkung dieser Peptide wird durch spezifesch




1. Einleitung 10

membrangebundene Rezeptoren vermittelt. Die Mehrdadser Rezeptoren gehort der
Gruppe der sogenannten G-protein-coupled rece(BRER) an.
Tabelle 4 fasst einige Beispiele von naturlichepti@den, deren Rezeptoren und Tumortypen,

welche diese Rezeptoren exprimieren, zusammen.

Rezeptor Naturliches Peptid Tumortypen
Somatostatin- . .
Rezeptorsubtypen: Somatostatin-14, TMTC, Neuroendokrine Tumoren, Non-

' Somatostatin-28 Hodgkin’s Lymphom/SCLC
sstl-5

VIP-/ PACAP-Rezeptoren Vasoaktives Intestinalestilep Kolon-, Pankreaskarzinom, SCLC

Astrozytom, Insulinom, MTC,

CCK;-, CCKy-Rezeptoren Cholecystokinin, Gastrin Ovarialkarzinom, SCLC

Luteinizing-Hormone-

LHRH-Rezeptoren Releasing-Hormone

Mamma-, Prostatakarzinom

Melanozyten-

o-MSH-Rezeptoren Stimulierendes-Hormon Melanom
Bombesin-Rezeptorsubtypery, . Gastrinom, MTC, Mamma-,
BB1-4 'Bombesin / GRP Prostatakarzinom, SCLC, GIST

NTR1-, NTR2- und NTR3- Neurotensin Astrozytom, Kolonkarzinom,
Rezeptoren Exokrine Pankreas, SCLC

Neurokinin-1 Substanz P Astrozytom, Glioblastom

GLP-1-Rezeptor Glucagon-Like-Peptide Insulinom, tGasm

NPY Rezeptorsubtypen:

Yooy Neuropeptid Y Astrozytom, Mammakarzinom
1°1Te6

'"MTC (medullary thyroid cancer),
*SCLC (small cell lung cancer)

Tabelle 4: Uberexprimierte Peptidrezeptoren von menschlickimartumoren und den dazu passenden
nattrlichen Liganderd( 10.

In dieser Arbeit werden drei native regulatoriséteptide vorgestellt, die unterschiedliche
Funktionen im Korper haben: Somatostation, Subsfanad Bombesin.
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1.3.2.1.1. Somatostatin

Somatostatin-14

H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-PheTrp

HO-Cys-Ser-Thr-Phe-Thr-Lys

Somatostatin-28

H-Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg-GlurgeGlu-Arg-Lys-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-PheTrp

HO-Cys-Ser-Thr-Phe-Thr-Lys

Abbildung 5: Primarstruktur der natirlichen Somatostatin Rigpti

Es gibt 2 Formen des natlrlichen Somatostatins. ddste ist ein 14 Aminosauren und das
andere ein 28 Aminosauren langes Peptid (AbbildbngBeide Peptide treten in einigen
Organsystemen, wie dem Zentralnervensystem, dememMBarm-Trakt, dem endokrinen
und exokrinen Pankreas und dem Immunsystem aufatstatin-Peptide kdnnen ein breites
Spektrum von physiologischen Funktionen inhibiergie zum Beispiel die Glukagon-,
Insulin- oder Gastrin-Sekretiod ). Weiterhin haben Somatostatin-Peptide die Faltigias
Tumorwachstum zu hemmeb?, 13.

Da neuroendokrine  Tumore, Non-Hodgkin-Lymphome oder Mamma-Karzinome
Somatostatin-Rezeptoren tUberexprimieren, sind dirafostatin-Peptide bzw. deren Derivate
interessante Biomoleklle. Es sind funf menschliSloenatostatin-Rezeptor-Subtypen {sst
Sssb, sst, ssk, sst) bekannt 14, 15, wobei bei neuroendokrinen Tumoren vor allem der
Subtyp 2 und der Subtyp 5 weit verbreitet sind. Dative Somatostatin-28 bindet mit einer
Affinitat im nanomolaren Bereich an alle 5 sst-R#pesubtypen, die aus humanem Gewebe
kloniert wurden 16). Da die natirlichen Somatostatin-Peptide im Koérpmerhalb von
Minuten enzymatisch abgebaut werden, wurden Analsgathetisiert, die eine hdhere
Stabilitat aufweisen. Bei der ersten Verbindung, idi der Nuklearmedizin einem Patienten
fur einein vivo Bildgebung appliziert wurde, handelt es sich urm 8amatostatin-Derivat
123_Tyr3-Octreotid ). Um metallische Radionuklide zu verwenden, muss an das Peptid ein
Chelator kovalent gebunden sein, damit sich eibilsta Radiometallkomplex bildet. So
wurden in den letzten 15 Jahren unterschiedlicheld@bren an Somatostatin-Derivate
gekoppelt, wie zum Beispiel das weltweit erste segirte Peptid-Chelator-Konjugat DTPA-
Octreotid (Abbildung 6), das mit!in markiert werden kann (Octreos€amund eine niedrige
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nM Affinitdt (ICso-Wert) zum Somatostatin-Rezeptor Subtyp 2 zeigt. dan anderen
Subtypen weist Octreoscarine deutlich schlechtere Affinitat au)(

O =
HOOC—_ ~— ~—\ A \(@
Hooe—" " )N Nw H ):
HOOC COOH
Abbildung 6: Strukturformel von [DTPA-D-PHgOctreotid (Octreoscél.

Das erste therapeutisch geeignete Radiopharmakbr§amatostatin-Peptid basierend, war
das mit einem™Y besetzten Somatostatin-Derivat [DOTA,{yOctreotide (DOTATOC,
Abbildung 7) 17, 18).

Hoocj an :J(iOH Q OH\(@
Hooc—/ "/ N ):
1V ”I“b“

Abbildung 7:  Strukturformel von [DOTAFyr’]-Octreotide.

1.3.2.1.2. Substanz P (SP)

Arg*-Pro*Lys*-Pro*-GIn®-GIn®-Phe’-Phé’-Gly®-Leu’*-Met*-NH,

Abbildung 8: Primarstruktur des naturlichen Substanz P.

Das Peptid Substanz P (SP) ist ein Undecapeptidildbg 8), das zu der Familie der
Tachykinine gehort. Die Vertreter dieser FamiliedsGewebehormone und Neuropeptide und
besitzen die gleiche C-terminale Sequenz Phe-Xit@ly-Met-NH,. Substanz P ist als

Neurotransmitter oder Neuromodulator in neuralerd umchtneuralen Strukturen des




1. Einleitung 13

peripheren und zentralen Nervensystems weit vaddr@io). Ebenso hat SP eine Funktion in
der Schmerzwahrnehmung und der Erweiterung degefasseZ0).

Substanz P ist das natirliche Biomolektl zum NeunmkL-Rezeptor (NK-R). Hennig et al.
haben vor ein paar Jahren mit Hilfe VB markierter Substanz P entdeckt, dass Zellen von
Tumoren, wie z.B. Glioblastomen, medullare Schildgnkarzinome und kleinzelligen
Lungenkarzinomen, Rezeptoren des Typs ;N#berexprimieren 21). Niedriggradige
Hirntumoren hingegen weisen oft eine hohe Anzalbamatostatinrezeptoren auf.

Da SP fahig ist, das Wachstum von bdsartigen Tuetlere zu stimulieren22), lasst sich
diese Krebsproliferation mit NiKRezeptor-Antagonisten inhibieren, wie dies bei 831G
Xenografts festgestellt wurd2g).

Breeman et alsynthetisierten ein SP-Derivat, welches am N-Teusimit DTPA modifiziert
und mit demy-Emitter **in markiert wurde. Es entstand eine &hnliche Vetbiny wie das
Somatostatin-Derivatin-OctreoScan. Das Pharmazeutikufffin-DTPA-SP wurde zur
szintigraphischen Visualisierung von NRezeptor-positivem Gewebe im Menschen
eingesetzt44). Leber, Niere und Milz zeigten eine Anreicherutey verabreichten Substanz,
aber auch des Thymus (eine Druse des lymphatisspetiems, die sich hinter dem Brustbein
befindet).

1.3.2.1.3. Bombesin

Pyrl-GIn-Arg3-Leu®-Gly>-Asn®-GIn’-Trp 8-Ala®-Val'%-Gly**-His'*-Leu**Met**-NH

Abbildung 9: Primarstruktur des naturlichen Bombesin.

Im Jahre 1970 wurde voAnastasi et alerstmals ein Tetradecapeptid namens Bombesin
(Abbildung 9) aus der Haut des européischen Frasibbmbina bombinasoliert 25, 26.
Dieses naturliche Peptid beeinflusst unter andedien vaskulare und extravaskulare
Muskulatur, die Gastrinsekretion und die Nierentiorken @5, 26.

Acht Jahre spater entdecktiltDonald et aldas gastrin-releasing peptide (GRP) im Extrakt
von Schweinemagen und Schweinedarni&f). (Dieses Peptid weist in Sdugetieren ahnliche
biologische Eigenschaften auf wie Bombesin in Arbmn. Die Primarsequenz von GRP
wurde analysiert und als ein Heptacosapeptid itizietit.

GRP reguliert primar im Zentralnervensystem die gublpgischen Prozesse, wie zum

Beispiel das Sattigungsgefihl, die Kérpertemperatier Kontraktion der Darmmuskeln, die
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Immunfunktion und auch die Sekretion von Gastrid anderen Peptidhormone28]. Schon
vor ca. 15 Jahren wurde beobachtet, dass Tumanzslll und auch menschliche
Primartumore fahig sind, GRP zu synthetisief@uttitta et al.konnten daraufhin zeigen, dass
das Wachstum von kleinzelligen LungenkarzinomenL&Cdurch die Peptide GRP bzw.
Bombesin tber den Mechanismus der autokrinen Sigedragung stimuliert wurder2g,
30). SCLC ist ein Uberaus aggressiver Tumor mit eisenr schlechten Prognose. Die
Zellproliferation wird dabei durch die Zelle sellstrvorgerufen, welche wachstumsférdernde
GRP-Peptide sezerniert und an den eigens exprenierGRP-Rezeptor bindet.
Makrochelatorgekoppelte Bombesin Analoga konntem labanden fir den GRP-R fir
diagnostische bzw. therapeutische Zwecke eingesetzten.

Durch eine friihere Diagnose mittels spezifisch enaem, radioaktiv markiertem Bombesin-
Derivat konnte die Uberlebensrate eventuell vedméssverden. An tumortragenden
Nacktméusen konnte gezeigt werden, dass GRP-Antigonin der Lage sind, die
Zellvermehrung zu stoppeR). Die Stimulation der Proliferation durch GRP werspéater
auch in Prostata-, Brust- und Pankreaskrebszeiebdrhtet32-34).

Bombesin und GRP vermitteln ihre Effekte durch Memmbgebundene GPCR, wobei bis
heute vier Subtypen der Bombesin-Rezeptor-Famdieabnt sind (Tabelle 5): Neuromedin B
(BN1), GRP (BN2), orphan Bombesin-3 (BN3) und dentbesin-Rezeptor 4 (BN43%-39.

Subtyp Natirliche Peptide Sequenz Herkunft
BN1 Neuromedin B Gly'-Asrf-Leu’-Trp*-Ala®>-Thr*-Gly"-His*-Phe-Met'>-NH, Mensch
(NMB)
BN2 Gastrin Releasing Val'-Pro*Leu*-Pro*-Gly>-Gly®-Gly’-Thr®val®-val’®-  Mensch
Peptid (GRP) Leu':-Thr*%Lys'*MetTyr **-Pro™-Arg *’-Gly*®-Asn™-
His®-Trp - Ala?*Val?*-Gly**-His?*-Leu®>-Met*’-NH,
BN3 BRS-3 nicht identifiziert Mensch

BN4 Bombesin (BN) Pyl-GIn%Arg®Leu*-Gly>-Asn®-GIn’- Trp®-Ala®Val'>  Frosch
Gly™-His'*Leu™-Met*-NH,

Tabelle 5: Die vier Subtypen der Bombesin-Rezeptor Famitid deren nattrlichen Bombesinpeptide. Nebst

der Sequenz der Peptide wurde der Vorkommenstgebstet.

Nicht alle Subtypen sind gleich haufig exprimidder am haufigsten vorkommende Subtyp
ist der GRP-R, der von unterschiedlichen Karzinomés Prostata- , Mammakarzinomen,
Gastrinomen oder Gastrointestinalen Stromatuma®8T) Uberexprimiert wird (Tabelle 6)
(39, 40.
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Tumortyp GRP-R Anteil [%] Gewebeproben
Prostatakarzinom 100% 30/30
Gastrinoma 100% 5/5
GIST 84% 16/19
Brustkarzinom 2% 41 /57
Nierenzellkarzinom 38% 6/16
SCLC 33% 3/9

Tabelle 6: In vivo-GRP-Rezeptorexpression bei verschiedenen Tum8&ri(.

Das Adenokarzinom der Prostata ist bei Mannern aim &5. Lebensjahr die haufigste
Tumorerkrankung. Das mittlere Alter der Diagnosegti bei 71 Jahren. Die meisten
Karzinome, die wahrend der Obduktion entdeckt werdend klein, gut differenziert und
zeigen keine Tendenz zur Invasion. Bei MannernadieProstatakarzinom versterben, findet
man jedoch meistens grosse und invasive Karzinaheeden Schluss zulassen, dass das
Prostatakarzinom unterschiedliche Entwicklungsstafierchlauft 41).

Vergleicht man die Struktur des amphibischen BonmbBgptids mit der Struktur des

Saugetier-GRP-Peptids, erkennt man eine gewisseolégie im C-Terminus des Peptides,
wobei die letzten 7 Aminosduren Trp-Ala-Val-Gly-Hisu-Met-NH, sogar identisch sind

(Tabelle 5).Broccardo et al.haben gezeigt, dass genau diese Sequenz des Giligrm
relevant ist fir die hohe Bindungsaffinitat zu Basin-Rezeptoren und die physiologische
Aktivitat (42).

Mittlerweile wurden viele unterschiedliche Radipinaka auf der Basis von Bombesin

entwickelt undn vitro bzw. in vivo untersucht43-54).

1.3.2.2. Spacer

Ein im Radiopharmazeutikum integrierter Spacer kanterschiedliche Einflisse auf die
Pharmakokinetik und biologischen Eigenschaftenre#egbindung haben.

Der Signal gebende Komplex kann die Bindungslegtdas Biomoleklls zum gesuchten
Rezeptor negativ beeinflussen, deshalb versucht, rdes z.B. mit einem kinstlichen
Abstand zwischen Signalmolekul und Biomolekul zchusdern.
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Abhangig vom ausgewdahlten Spacer lasst sich dieerSahaft des gesamten

Radiopharmakons in Bezug auf Lipophilie oder Rigidiverandern, was wiederum einen

Einfluss auf die pharmakokinetische Eigenschaft hat

Ein Spacer kann auch als Linker dienen, indem ar i@nen separaten Seitenarm eine

zusatzliche Funktionalitat in das Radiopharmakornteimbezieht. Solche modifizierten

Peptide werden trifunktionelle Peptide genannt.

Zum Beispiel:

Beim Einsatz von Radionuklidei’t™Pt, *!in), die Auger-Elektronen emittieren, wird ein
zusatzliches Molekil, ein sogenannter ,nuclearlinicey signal“ (NLS) bendtigt, um das
Pharmakon direkt zum Zellkern der Tumorzelle zungpmrtieren §5). Die Assoziation
des Radiopharmakons an die DNS ist von hoher Retevia Auger-Elektronen eine sehr
kurze Reichweite (50 nm) haben und eine relatidnge Energie (10 eV bis 1.3 keV)
besitzen. Die biologische Wirkung dieser dicht ssmienden Strahlen besteht aus dem
Einzel- bzw. Doppelstrangbruch der DNS. Falls dieg®efekt nicht durch die

Rekombinationsreparatur behoben wird, erleiderbdteeffenden Zellen den Zelltod.

Daneben lassen sich auch Kombinationstherapien rkste#figen, indem ein
chemotherapeutisches Arzneimittel, beispielswessebxorubizin, mittels Linker an das
Radiopharmakon gekoppelt werden kénnte, um einatziiche zytotoxische Wirkung in

den Krebszellen zu entfaltebg).

Durch den Einbau eines Zucker-Derivates in das dpddirmakon lassen sich die
pharmakokinetischen Eigenschaften des Molekilsniflassen $7). Diese zusatzliche

Funktionalitdt des Molekdls fuhrt z.B. zu einer iseleren Blut-Clearance.

Fir den Fall, dass das Peptid selber eine pharimgikche Wirkung aufweistg), lassen
sich mittels Linkersystem mehrere Chelatoren férklbmplexierung eines Radionuklides
an das Biomolekul koppeln 5¢). Damit kann die spezifische Aktivitat

(Radioaktivitatsmenge pro mol Substanz) erhoht emrd

1.3.2.3. Signalmolekdil

Verfugt eine Peptidsequenz Uber die Aminosaure digrdassen sich direkte Markierungen

mit lod (23, 24, **1 und **Y) realisieren, wie es urspriinglich mit dem Tyrosindifizierten

Somatostatin-Derivat T$#Octreotide demonstriert wurd&g). Tyrosin ist jedoch nicht als

Ligand geeignet, um metallische Radioisotope zuddmn Damit metallische Radioisotope
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verwendet werden konnen, wird eine organische Vidimg bendétigt, die einerseits einen
stabilen Metallkomplex mit dem therapeutischen bai@gnostischen Radioisotop bildet und
anderseits eine kovalente Bindung mit dem Peptithedien kann. Diese organischen

Verbindungen bezeichnet man daher auch als bifoimélie Chelatoren.

1.3.2.3.1. Chelatoren und Radiometalle (exkl. iethhm-99m)

Damit ein Radiopharmakon im klinischen Routineledtreum Einsatz kommt, missen viele
Bedingungen erflllt sein. Eine davon ist, dass Radioisotop in einem thermodynamisch
stabilen und kinetisch inerten Zustand an den @dreldes Pharmakons komplexiert ist, da
dissoziierte Radiometalle im Koérper hohe toxischekwhgen entfalten kdnnen. Es ist zum
Beispiel bekannt, dass fref&y-lonen sich im Knochen ablagern und schwere Sahétds
Knochenmarks verursaches0y.

Die physikalisch-chemische Eigenschaft eines Radkls hilft bei der Wahl geeigneter
bifunktioneller Chelatoren. Lutetium zum Beispieehgrt im Periodensystem zu den
Lanthanoiden, fir welche die Bildung dreiwertigeati@nen charakteristisch ist. In wassriger
Loésung betrdgt die Koordinationszahl der Lanthaeoidmit dem Liganden D
normalerweise 9. Die neun Wassermolekiile im KomgigH-O)g]*>" bilden meistens ein
dreifach Uberkapptes trigonales Prisma. Die LardlthKationen gehdren der Klasse der
harten Sauren an, die nach dem HSAB-Konzept miehaBasen stabile Komplexe bilden.
Vertreter der harten Basen sind Liganden, die weoigrisierbar und klein sind wie N-, O-
und COO-Verbindungen.

Element Oxidationsstufe lonenradius [pm] KZ
Gallium Ga* 62 6
Yttrium N4 89 8
Indium I 81 8
Lutetium Lo 93 9

Tabelle 7 lonenradius der Metalle bei Oxidationsstufe IlI.

Gallium und Indium sind Homologe und zahlen zu &ementen der 3. Hauptgruppe, die
hauptséachlich die bestdndige Oxidationsstufe +dlbdn. Sowohl Indium wie auch Gallium
besitzen einen ausgepragt harten Lewissaure-Clearakid bevorzugen wie Lutetium

Liganden bzw. Chelatoren, die Sauerstoff- und Stmfkatome als Donoren enthalten. Von
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der Koordinationschemie her bilden Galliumionensakien 3- und 6-fach und Indiumionen
sogar zwischen 6- und 8-fach koordinierte Metallptewre (Tabelle 7)§1-63.

Das Radioisotop®®Ga ist ein Positronenemitter, welcher gute radisiiajische
Eigenschaften besitzt. Die Positronen-Ausbeutenisi89% sehr hoch und die Halbwertszeit
mit 68 min genug lang fir die Bildgebung. Ein wegteVorteil dieses Radioisotops ist seine
tagliche Verfiigbarkeit, die durch effiGef°Ga-Generatorsystem gewahrleistet ist. Ebenso
attraktiv ist die Halbwertszeit des Mutternukli@®Ge mit 270 d, die es erlaubt, einen
Generator fur l&anger als ein Jahr zu gebraucédn (

Bei der Entwicklung neuer rezeptorspezifischer RBaaimaka haben sich zur Komplexierung
von Radiometallen besonders azyklische (Abbildudguhd makrozyklische (Abbildung 11)
Chelatoren bewahrt. In Abhangigkeit vom Radioisotapsen sich Chelatoren mit einer
unterschiedlichen Anzahl von Donoratomen (zwischemnd 8) einsetzen.

/—N N N—\
HOOC > < COOH HOOC > k < COOH
HOOC COOH HOOC cooH COOH
EDTA DTPA

Abbildung 10: Chemische Struktur der azyklischen Chelatorenghbasd auf Polyazacarboxylat,
EDTA = Ethylendiamintetraacetat; DTPA = Diethyléamminpentaacetat.

Das erste klinisch etablierte peptidische Radiopladon zur Visualisierung von
neuroendokrinen Tumoren war ein Diethylentriamiripanetat (DTPA)-modifiziertes
Somatostatin-Derivat markiert nitin®* (unter dem Namen Octreos€am Handel) §). Der
offenkettige Chelator DTPA wurde Uber einen dertAt&eitenarme unter Ausbildung einer
Amidfunktion an das Peptid gekoppelt. Noch heutedDiEPA der Chelator der Wahl fir die
Immobilisierung vort*in®*. Man erhoffte sich, durch eine Markierung mit Wtin-90 (reiner

B -Emitter) das Octreoscan auch therapeutisch eitzrseEs hat sich jedoch gezeigt, dass
die *®Y-markierten DTPA-Konjugate im Gegensatz 2tin-markiertenin vivo zu labil sind
(65), so dass sich ein Teil der Aktivitat im Knochdtkamulieren kann@6, 67).

Allgemein zeigen Metallkomplexe, bestehend aus omjlklischen Chelatoren, gegeniber

azyklischen Chelatoren eine hdhere thermodynamisicitke kinetische Stabilitat6g). Der
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Nachteil der Makrozyklen gegenuber den azykliscGéelatoren ist die langsamere Kinetik
der Bildung eines Metallkomplexes.

O G
(\_/NVOQ E l& OEN ]VCQ'O

O~ OH
NOTA DOTA TETA

Z

OH

Abbildung 11: Chemische Struktur der makrozyklischen Chelatdoasjerend auf Polyazacarboxylat-
Chelatoren, NOTA = 1,4,7-Triazacyclononane-1,4igetic acid; DOTA =1,4,7,10-
Tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic a&dA = 1,4,8,11-Tetraazacyclotetradecane-
1,4,8,11-tetraacetic acid.

Heutzutage werden fast nur noch makrozyklische &bedn verwendet. Makrozyklische
Chelatoren sind mehrzéhnige Liganden, deren koeminde Atome in einem grossen Ring
fixiert sind. Abh&ngig vom Radioisotop werden madische Chelatoren verwendet, die
am Stickstoff durch Carboxymethylgruppen substituigind. Makrozyklische Liganden
fuhren zu kinetisch stabileren Komplexen als azgkle Chelatligander69). Diese erhdhte
Stabilitat lasst sich hauptsachlich auf den Enikaffiekt zurickfihren. Die Ringgrosse der
makrozyklischen Chelatoren kann variabel gewahdt anf das zu verwendende Radiometall
abgestimmt werden. Zu den 2 wichtigsten makrozgkks1 Chelatoren in der Radiologischen
Chemie gehoren DOTA und NOTA. DOTA ist ein auf &ycbasierender Chelator, der
stabile Komplexe mit einer Reihe von Radioisotopér z.B. **in**, Y""Lu®" oder *%y**
bildet. Besonders bemerkenswert an DOTA, gegenliG@FfA und TETA, ist die Bildung
stabiler Metallkomplexe verschiedener di- und {iewéer Metallionen mit stark
unterschiedlichen lonenradiend.

NOTA wird im Wesentlichen als Makrochelator fir ®ah-lonen gewahlt.
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1.3.2.4. Technetium-99m und dessen Chelatoren lbganden

In der diagnostischen Anwendung der Nuklearmedigiit momentari®Tc immer noch das
wichtigste Radioisotop dar 7{). Schon vor 40 Jahren wurdef®™Tc-markierte
Radiopharmaka fir die Untersuchung von inneren @xgamittels planarer Szintigraphie
verwendet {2, 73.

Der Grund fiir diesen hohen Stellenwert 85¢c, liegt an seinen idealen kernphysikalischen
Eigenschaften, der guten Verfugbarkeit Uber Geoesgsteme, der geringen
Produktionskosten und der einfachen Markierungsahéiver Kitformulierungen.

Die Halbwertszeit betragt nur 6.02 h, was ausreiamt die meisten biochemischen Vorgénge
zu verfolgen, und vorteilhaft ist im Hinblick aufedStrahlenbelastung des Patienten. Die
Strahlung von 141 keV ist hoch genug, um dickes steliithes Gewebe zu durchdringen,
und liegt in einem idealen Energiebereich, bei ddimm Ansprechwahrscheinlichkeit des
verwendeten Detektormaterials am hochsten ist.

Die komfortable Verfiigbarkeit des Radioisotops (#ieen®*Mo/*°™Tc-Generator, ist fir die
Klinik bezlglich routinemassiger Radiopharmaka-Itdhsng optimal.

Das Generatorsystem ist wie folgt aufgebaut:

Im Zentrum einer dicken Bleiabschirmung befindehstine kleine Glassaule, die mit einem
lonenaustauscher aus 8 geftllt ist, an welchem das Mutternuklid als Molgbdon
(**M004%) adsorbiert ist. Beim Zerfall des Mutternuklidststeht zu 88,6% das gewiinschte
metastabile Pertechnetdt™TcO,. Aufgrund der unterschiedlichen Ladung lasst siels
Pertechnetat mit physiologischer Kochsalzlésungestn und somit vom Mutternuklid
trennen(Abbildung 12)

Evakuiertes .
Elutionsgefass Reservoir mit

steriler Koch-
\ ,/ salzlosung

[ J‘”] Druckaus-
'"] leich (ber
sterilfilter

-

Bleiabschir-
mungen

Molybdan-99
absorbiert an
L Tdgermaterial

Abbildung 12: Schema de¥Mo/**™Tc-Generatorsystems (Abbildung aus Google-Bild).
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Das metastabil®®™TcO, zerfallt selbst zd°TcOy, das mit einer Halbwertszeit von 210'000
Jahren, als quasistabil gilt und duf8REmission zum stabile’RuQ; zerfallt (Abbildung
13).

QQMO

B
66 h
88.6%

66 h
11.4%

B 31 h
t?mo% 9T¢

g
210°000 a
100%

99
Ru

Abbildung 13: Zerfallsreihe von Molybd&n-99 zu Ruthenium-99 (Atdbihg aus%7)).

1.3.2.4.1. Chemie d&¥"Tc

Technetium ist ein Ubergangsmetall, welches sicHen zweiten Reihe (5. Periode) und in
der Nebengruppe VIIB im Periodensystem befindeerigangsmetalle aus zweiter und dritter
Reihe zeigen gegenlber den Elementen aus der &sike eine grossere Komplexitat (hohe
Ligandfeldaufspaltung) in ihrem chemischen VerhalteDies manifestiert sich beim
Technetium uber die Vielfalt der Oxidationsstufeonv—I bis +VII und uber die hohere
Stabilitat der hohen Oxidationsstufen.

Die meisten Radiopharmaka besitzen Technetium-9@mHexe in der Oxidationsstufe +V,
teilweise aber auch +IV, +lll und +l. Damit Techn@i-99m sich zur Markierung von
Molekiilen eignet, muss somit™TcO, von Oxidationsstufe +VII in eine niedrige Stufe
reduziert werden. Dazu werden Reduktionsmittel M&S,0, , SnCh, Phosphine oder Zink
eingesetzt.

Die Struktur des entstehenden Komplexes und diel@winsstufe des Technetiums hangen

sowohl vom Reduktionsmittel wie auch vom Ligandbn a

Technetium(V)-Komplexe sind vielfach Oxo- bzw. Dakomplexe mit zuséatzlichen O-, S-,
N- oder P-Liganden, wie zum Beispiel azyklische bamakrozyklische Chelatoren. Vor
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allem gemischte Schwefel-Sauerstoff- oder Schwefiekstoff-Chelatoren sind bekannt fur
die Bildung von stabilen Tc-Komplexen, die eine dpa¢isch-pyramidale Struktur besitzen.
Zurzeit kommt beispielsweise *°™Tc(V)-Mercaptoacetyltriglycin (MA@ in  der
Nierenszintigraphie zum praktischen Einsatz (Allmigl 14).

HOOC
N e
O. N\E /S
/N
N N

}._/

o)

Abbildung 14: Chemische Struktur vofi™Tc(V)-MAG; (Mercaptoacetyltriglycin).

Phosphonate werden vor allem in der Knochenszajilge eingesetzt, da sie eine hohe
Affinitat zu C&* besitzen. Der Komplex reichert sich am Calciumbygtapatit des
Knochens an. In der Nuklearmedizin haben sich™Tc(IV)-Komplexe — mit
Methylendiphosphonat (MDP) und 3,3-Diphosphono{r@andicarbonsaure (DPD) sehr
bewahrt (Abbildung 15).

o _|®

O [PMreMiBl gl [*9™Tc(OH)(MDP)]
Abbildung 15: Chemische Struktur voi['Tc(MIBI)¢]" und " Tc(OH)(MDP)J.

Auch **™Tc mit der Oxidationsstufe +l ist in der Nuklearriza routinemassig vertreten. Der
Ligand Methoxyisobutylisonitril (MIBI) wird fUr dieHerzperfusionsszintigraphie verwendet.
Als weicher Akzeptorligand bildet MIBI mit®®™Tc einen einfach positiv geladenen

Isonitrilkomplex mit der Koordinationszahl 6. Dida8ilisierung der Tc(l)-Oxidationsstufe
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findet durchreRiickbindungen der d-Orbitale d&&8'Tc in die leeren antibindenden Orbitale

des Liganden statt.

1.3.2.4.2. ™ ¢ in Rezeptor spezifischen Radipharmazeutika

Seit der Einfiihrung de$Mo/*°™Tc-Generatorsystems Ende der fiinfziger Jahre wdede
Ziel verfolgt, monoklonale Antikorper mit®™Tc zu markieren. Antikdrper kénnen sich
spezifisch am Tumorgewebe anreichern, durch dieliBig an Tumormarker wie Proteine,
Glykoproteine, Glykolipide oder Polysaccharide. WNieunterschiedliche Methoden
monoklonale Antikorper zu markieren wurden entwitke,direct labeling® (74),
.preconjugation labeling”45), ,postconjugation labeling“7@6) und ,pretargeting” 15, 77
78).

Fur rezeptorspezifische Radiopharmaka, die aufitRaptbasieren, hat sich die Strategie des
»postconjugation labeling” durchgesetzt. Ein biftinkeller Chelator wird zuerst kovalent an
das Peptid (Biomolekiil) gebunden. Anschliessend WifTcO, mit Zinn(ll) reduziert und
an den Liganden bzw. Chelator komplexiert. Diesetndde ist auch geeignet fur die
Kitformulierung und ist daher fir den routinemassignuklearmedizinischen Alltag
zweckmassig.

Neben den erwahnten Liganden bzw. Chelatoren ist atlem der Ligand 2-
Hydrazinonikotinsdure (HYNIC) erwéahnenswert, der cltauflr rezeptor-spezifische
Radiopharmaka verwendet werden kann. Die exakteirNdgr Koordinationsstruktur der
9Mre-HYNIC-Komplexe ist unklar. Einerseits wird davoausgegangen, dass das
Technetiumatom die Hydrazingruppe nur durch dasténdige Stickstoffatom bindetf9-
81). Anderseits gibt es strukturelle Studien von Tetlum- und Rhenium-Hydrazinpyridin-
Komplexen, die zeigen, dass der HYNIC-Ligand faksy als zweizahniger Ligand zu
fungieren und das Technetium nicht nur mit dem ldyohstickstoffatom, sondern auch mit
dem zweiten Donor Pyridin-Stickstoffatom als Chedatu koordinieren vermag (Abbildung
16, D) 82-85.

Der konjugierte Ligand HYNIC kann leicht mit™Tc markiert werden, jedoch ist d&f'Tc-
HYNIC-Komplex auf den stabilisierenden Effekt einEsliganden angewiesen (EDDA,
Tricin, Glucoheptonat) (Abbildung 16). Der Einsatan Koliganden hat einen positiven
Nebeneffekt, und zwar kdnnen Koliganden die Lipbpldes Radiopharmakons beeinflussen,
was wiederum Auswirkungen auf die Pharmakokinetikdn kann{, 86).
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Abbildung 16: Chemische Strukturen von (APTTc-HYNIC(Tricin),], (B) [**"Tc-HYNIC(EDDA)CI] und
(C) P°*™Tc-HYNIC(Tricin)L] (80, 81, 87. (D) [**™Tc-HYNIC(Tricin)] (zweizahnig) 85).

In einer aktuellen Studie wurde das neu entwick&f&c-HYNIC-Somatostatin-Derivat mit
dem in der Klinik etabliertefin-DTPA-OC verglichen&7, 88, 89). Dabei zeigten di&*™Tc
markierten HYNIC-Derivate einerseits eine hoherdéindtiit zu den Somatostatinrezeptoren
und anderseits einen hoheren spezifischen TumdmimaAR4-2J-Tumor tragenden Mausen
(90). Da **™Tc vom radiophysikalischen Aspekt her, von der \gblarkeit und den
Kostenkriterien auch besser als das Radioisdttim abschneidet, sind®™Tc-HYNIC-
Somatostatin-Derivate heute eine vielversprechétigenative zum Octreoscar(90).

Ebenso wurden vor 10 Jahren Bombesin-Derivate ekéltj die zur Diagnose von GRP-R-
positiven Tumorgeweben mit*in markiert wurden ¥2). Heute werden vor allem
rezeptorspezifische Radiopharmaka verwendet, diiazhe Stickstoff-Schwefel- oder reine
Tetraamin-Chelatoren (Demobesin-Peptide) besit4éd, 53, 9). Neben einer hohen
Bindungsaffinitdit zu GRP-R-exprimierendem Tumorge&ezeigen insbesonders die
Demobesin-Peptide (Abbildung 17) eine hohe und léerde Retention in humanen GRP-R-

positiven Xenografts (Tiermodell mit implantiert€aiR P-R-positivem Tumor).

wwwa% ¢E~¢Hﬁj A fr

0 NH;

Abbildung 17: Chemische Struktur des Radiopharmakfi cO,-Demobesin 5.
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1.3.3. Rezeptor
1.3.3.1. SignalUbertragung

Jede Zelle wird durch eine Plasmamembran (Phogptidbppelschicht), eine selektive
Permeabilitatsbarriere, von der extrazellularen dlbumng abgeschirmt. Dies ermdglicht der
Zelle, essentielle Molekile wie Glutamin, Aminosguoder Lipide kontrolliert in die Zelle
zu transportieren, die Zusammensetzung des Zethnnkonstant zu halten und
Abfallprodukte auszuscheiden. Es gelingt nur wemifiolektlen (Gase oder Ethanol) nach
Belieben in die Zelle oder aus der Zelle zu gelandgg2er Wasseraustausch zum Beispiel
erfolgt Gber besondere Proteine, die sogenannteragayine, die einen sehr engen Kamal (
= 0.3 nm) aufweisen und damit nur fir Wassermokekiiirchlassig sind@).

Da jede Zelle durch diese Plasmamembran eine sedeRarriere besitzt, haben die Zellen
ein spezielles Kommunikationssystem, welches WaaohstDifferenzierung, Stoffwechsel
und andere spezifische Aufgaben gewahrleistet.eDieterzellulare Kommunikation erfolgt
teilweise durch extrazellulare Signalmolekile wieimz Beispiel Peptide, Proteine,
Neurotransmitter und diverse Hormone.

Bei einer in Gang gesetzten Signalibertragung heisczwei Zellen produziert und
sezerniert die Signalzelle das Signalmolekll - thally kleiner Zellgruppen erfolgt die
Kommunikation meistens durch direkten Zell-Zell-Kakt (autokrin, parakrin). Die
Signalmolekile kdénnen auch Uber das Blut bis zut weifernten Zielzellen gelangen
(endokrin). Die Verbindung l6st dann nur in solclz@elzellen eine spezifische Reaktion aus,
welche die entsprechenden Rezeptoren, die als Bwkgmerkmale dienen, besitzen. Durch
den gebildeten Rezeptor-Ligand-Komplex kann dasn&igolekll so der Zelle die
gewuinschte Aufgabe mitteilen und die Zielzelle aktien.

1.3.3.2. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Die Somatostatin-, Neurokinin- und Bombesin-Rezeptpgehoren zu den Plasmamembran-
Rezeptoren, genauer zu den sogenannten G-Proteapjogelten Rezeptore®3, 94. Dieser
Typ von Rezeptor besteht aus 7 Transmembranhelicdsi der N-terminale Abschnitt des
Proteins auf der extrazellularen und der C-ternaiedschnitt auf der zytosolischen Seite der
Plasmamembran liegt. Wird ein Ligand (Hormon, Sigidekil) an einen G-Protein-

gekoppelten Rezeptor gebunden, findet durch eiezelWerschiebungen der
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Transmembranhelices eine Konformationsanderung Lagsnd-Rezeptor-Komplexes statt,
was zur Folge hat, dass durch die TransmembraesedBewegungen die zytosolischen
Schleifen mit dem G-Protein in Kontakt treten unesds auch aktiviererl); Die Aktivitat

des G-Proteins stimuliert wiederum einen Anstiegraalich eine Senkung der intrazellularen
Signalstoffe, sogenanngecond messeng8otenstoffe, die dann verschiedene Enzyme oder
auch nichtenzymatisch wirksame Proteine, die deffchsel regulieren (Fettspeicher,
Verwertung von Glukose, Sekretion relevanter Vetbimgen, Steuerung tiber Wachstum und
Uberleben der Zellen) beeinflusse. (

Die GPCR haben einen hohen Stellenwert als Zielkiitgeflr therapeutische Arzneimittel,
da diese Rezeptoren in vielen Krebstypen starkeXipeimiert sind. Das ist der Grund warum
diese regulatorischen Peptid-Rezeptoren als Tdiigeicancer imaging“ so interessant und
wichtig geworden sind. Peptid-Chelator-Konjugaté odier ohne Radiometalle sind, falls sie
hohe Bindungsaffinitaten zu Rezeptoren haben, édéaktoren in der Tumordiagnostik bzw.
-Therapie.

Der Vorteil von Radiopeptiden ist des Weiteren diedrige Immunogenitét, die schnelle
Diffusion bzw. Lokalisierung des Tumors im Kérperdudie rasche Ausscheidung aus dem

Korper.
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1.4. Strategie fur die Entwicklung neuer rezeptorgsteuerter

Radiopharmaka

Damit ein neu entwickeltes rezeptorspezifischesidpddrmazeutikum den Weg (Abbildung
18) bis zum Patienten erreicht, ist einerseits emée Zusammenarbeit zwischen
Molekularbiologie, Biochemie, Chemie und Medizirtighund anderseits missen dievitro
undin vivo Experimente des neu entwickelten Radiopharmakostiyp ausfallen.

Das Radiopharmakon muss folgende Kriterien erftillen

- Es sollte eine hohe Rezeptor-Bindungsaffinitdiveisen.

- Die Komplexierung des Radiometalls sollte mit ginéhst hoher radiochemischer
Reinheit (> 95%) erfolgen.

- Der Radiometall-Chelator-Komplex des Radiopharomsk sollte kinetisch inert und
thermodynamisch stabil sein.

- Das Radiopharmakon soliie vivo eine hohe enzymatische Stabilitat aufweisen.

- Im Tiermodell ist eine Traceranreicherung im Turbei gleichzeitig geringer Belastung

gesunder Organe und Gewebe erwinscht.

Bei der Entwicklung neuer Radiopharmaka beginnt méht bei der Synthese eines
Vektormolekils, sondern bei der Analyse des Rezsgftow. des Zielmolekuld.().

Mittels biochemischer, biomolekularer und immunasocber Techniken 9) lassen sich
humane Tumorgewebe analysieren. Zur Bestimmungdifaicar Bindungsstellen und fur das
Design eines neuen Pharmakons stellen Bindungsstaat Zellen bzw. Zellmembranen das
geeignete Mittel der Wahl dar. Um die Rezeptorerokalisieren und die Rezeptordichte zu
messen, werden in menschlichen Gewebeschnittermplastisches und nicht-neoplastisches
Gewebe, die Rezeptoren exprimieren — Rezeptor-Adiographie-Experimente durchgefthrt
(4, 95.

Nachdem das Zielmolekll bzw. das Target identiftizieurde, ist es notwendig, das native
Vektormolekil (regulatorisches Peptid), welchesz#meh und hochaffin an das Target
bindet, zu finden. Da solche Vektormolekile oftmals den Zellen assoziiert sind, lassen
sich die Peptide nach Aufarbeitung und Extraktien dellen durch komplizierte Verfahren,
beispielsweise die mikrokapillare HPLC ESI-MS-Mealbocharakterisiere®).

Die identifizierten natirlichen Vektormolekile simbrmalerweise unter physiologischen

Bedingungen sehr instabil. Deshalb ist es notwerleptid-Derivate zu synthetisieren, die
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eine hohere Stabilitat im Blut aufweisen und s&te hohe Affinitat zum entsprechenden
Rezeptor besitzen. Die Kopplung eines Liganden bawes geeigneten Chelators an das
synthetisierte Derivat vereinfacht die spatere Klaxiprung mit einem metallischen

Radioisotop.

Identifikation des Zielmolekils (Rezeptor)

I

Identifikation des endogenen Liganden (nativesiBept

|

Synthese und Modifikation des nativen Peptideslig@Markierung

<

Evaluierung der Markierung

|

Bestimmung der metabolischen Stabilit&t

|

Bindungsaffinitat im Vergleich zum nativen Peptid

|

Internalisierung und Externalisierung

<

Tiermodell, Bioverteilung, Toxizitatsstudie

I

Patient, Klinische Phase |- Studie

Abbildung 18: Die einzelnen Schritte fur die Entwicklung einesien Radiopharmazeutikon auf Peptidbasis.

Die synthetisierten Peptid-Chelator-Konjugate wardat einem Radioisotop markiert und
anschliessend in biologischen Versuchen auf ihgadig untersucht. Serumstabilitats- und
Bindungsaffinitatstudien geben Auskunft Gber diab8itat und die Affinitat zwischen dem
Vektormolekil und dem Rezeptor. Andena vitro Versuche wie zum Beispiel

Internalisierungs- und Externalisierungsstudienegetns Informationen tber die Endozytose




1. Einleitung 29

(Einschleusung des Peptides in die Zelle) respekiixozytose (Ausscheidung des intakten
Peptides bzw. der Metaboliten) des Vektormolekiils.

Falls die Resultate dein vitro Versuche vielversprechend sind, kann man anhamd vo
Tierversuchen vorklinische Studien durchfuhren. Digermodelle zur Testung von

Radiopharmaka simulieren das Verhalten des TumoRdtienten.

1.4.1. Peptidsynthese an der Festphase (SPPS)

Peptide bestehen aus Aminosaure-Bausteinen, dah dAmidbindungen zu linearen Ketten
verknlipft sind. Bei der Verknipfung zweier Aminosgiu (AS) reagiert formal die
Carbonsaurefunktion der einen mit der Aminogrupps dnderen Aminoséure unter
Wasserabspaltung zum Peptid. Oligopeptide enthatteischen 10 bis 50 Aminosaure-
Bausteine, Polypeptide mehr als 50 AminosaurediamelAminosaureketten, welche eine
Tertiarstruktur vorweisen (>50 AS), nennt man aBobteine bzw. Eiweiss®Y).

Die nativ vorkommenden Peptide und Proteine sirgldan 22 essentiellemAminosduren

in L-Konfiguration (Glycin besteht nicht aus Enamtierenpaaren, da diese Aminosaure
achiral ist), den sogenannten proteinogenen Amimesid in variierenden

Mengenverhaltnissen und unterschiedlicher Reihgafalfgebautog).

Die Festphasen-Peptidsynthese wurde 1963 von Bvecsfield entwickelt. Diese Methode

hat die Peptidchemie, vor allem auch durch die Méehung der Produktaufarbeitung,
revolutioniert. Das Grundprinzip der chemischen tilggnthese beruht auf dem
sequenziellen Aufbau der Aminosaurebausteine aanethemisch inerten, polymeren Harz-
Trager zu einem Peptid. Nach jedem Kopplungssclastten sich Verunreinigungen durch

Filtration und Waschvorgénge entfernen.

Das Konzept der Festphasen-Peptidsynthese isolge(Abbildung 19):

Im ersten Schritt (A) wird an einem festen, ineytéitrierbaren, polymeren Trager (Harz)
durch einen Linker mittels kovalenter Bindung ei@germinal aktivierte (B) Aminosaure
belegt. Damit keine unerwinschten Nebenproduktst@&men, setzt man Aminoséduren ein, die
eine geschutzte Aminogruppe und ebenso eine Sclpizg an den reaktiven Seitenketten

besitzen.
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Abbildung 19: Reaktionsschema der Synthese eines Chelator-Rémtjdigates.

Nach jeder Kondensationsreaktion (Kopplung) wird Bmoc-Schutzgruppe unter basischen
Bedingungen entfernt (C). Die Carbonsaure der zop&mden Aminosaure wird mit der
Reagenzienkombination N,N’-Diisopropylcarbodiimididroxybenzotriazol (DIC)/(HOBLt)
aktiviert (B). Dies verspricht eine effizientere Melupfung zwischen der

Carboxykomponente, der zu koppelnden Aminosauredenddminofunktion, der bereits am
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Harz gekoppelten Aminoséaure. Durch die Aktivieruvigd der elektronenziehende Charakter
der Carboxygruppe und somit die positive Partialtaylauf dem Carbonylkohlenstoffatom
erhoht, wodurch die Reaktivitat gegeniber der raptdden Aminogruppe der am Harz

gekoppelten Aminosaure beginstigt wird.

Dieser Zyklus von Fmoc-Abspaltung und Aminosaurghopg lasst sich solange
wiederholen (D), bis das gewtinschte Peptid am Kwnthetisiert worden ist. Anschliessend
folgt die Kopplung eines Spacers, falls notwendiggd am Schluss die Kopplung eines mit
HATU aktivierten Chelators (E). Alle verwendetenetdchiissigen Reagenzien lassen sich

durch Waschvorgange vom Peptidharz beseitigen.

Die Kopplungsreaktionen lassen sich durch ein ehd#a Verfahren, den Kaiser-Test,
quantitativ kontrollieren. Der Kaiser-Test ist eirsensitive Methode, welche priméare
Aminogruppen unter blauvioletter Verfarbung und wselére Aminogruppen unter Gelb-

bzw. Rotverfarbung darstellt.

Nach der Synthese wird unter sauren BedingungenPdasid vom reversibel gekoppelten
Linker des Harzes abgespalten, wobei auch dire&t Stthutzgruppen der Aminosauren-

Seitenketten entfernt werden (F).

1.4.2. Radioaktive Markierungen

Bestimmte Kriterien mussen fir eine radioaktive kiaung beriicksichtigt werden:

- Die Komplexe sollten thermodynamisch stabil uncekisth inert sein.
- Es sollte eine hohe spezifische Aktivitat erreisierden.
- Die Markierung sollte schnell und idealerweise niad¢b von 30 min verlaufen.

- Eine Markierung in wassriger Loésung wird bevorzugt.

Eine hohe spezifische Aktivitat ist dann wichtigermm wie im Falle regulatorischer Peptide
unerwinschte Nebenwirkungen durch das nicht-madeki®eptide auftreten konnen. Als

Beispiel dafir sei an dieser Stelle Exendin-4 genardas beim Patienten eine
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Unterzuckerung bewirken kann, wenn es in gross8teffimengen als 10.4 nmol verabreicht
wird.

Es ist essentiell, dass eine radioaktive Komplelkint gentigend schnell ablauft, da teilweise
Radionuklide mit einer kurzen HWZ wie™c (t% = 6 h)*®Ga (t2 = 68 min) ode"Bi (tv%

= 46 min) eingesetzt werden.

Die Herstellung des Radiopharmakons in wassrigeuhg erlauben Kitformulierungen, die
einfache und effiziente Markierungen ermoglichen.

Bezlglich Mechanismus der Komplexbildung zwischedTA und einem trivalenten Metall

gibt es keine definitive Beschreiburigoreau et alz.B. untersuchten die Komplexierung von
Lanthanoiden mit dem Chelator DOTA in Lésung m#tBlotentiometrie, Lumineszenz und
EXAFS-Spektroskopie. Die Bildung eines stabilen &alleDOTA-Komplexes ist ihnen

zufolge ein Prozess in 3 Schritten (Abbildung Z0)erst entsteht ein Komplex, wobei das
Metallion vorerst ausserhalb des Kafigs, der dudem makrozyklischen Ring und die
Carboxylatarme von DOTA gebildet wird, mit den 4ri@aygruppen des Chelators und 5
Wassermolekuilen koordiniert wird (A). Anschliesseamdrden zwei Wassermolekile durch
die Stickstoffatome des Cyclenrings substituiert. @uletzt wird das Metall vollstdndig in

das Innere des durch den Chelator gebildeten Kakgschoben und bildet mit allen acht
Donoratomen des Chelators und einem Wassermoléiéi ereifach Uberkappten trigonalen

prismatischen Komplex (C¥99, 100.

o |O o |O o O

° H2Q OJg - / O//g - OJé
m 2 % > 2 ., | N
ﬁ /10H i/\ _S#OH T)/\ )
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Lu — L ] — Lu
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Abbildung 20: Die Komplexierung von Lutetium und dem DOTA-Chelaih drei Schritten.

Die Bildung des Komplexes ist stark pH-abhangigbaicein héherer pH normalerweise die
Komplexierung beglnstigt. Dies liegt an den anwdean OH-lonen, welche die
Deprotonierung des Chelators beschleunigen. Die opratonierte Form des DOTA-
Chelators (H-DOTA?®) ist dabei reaktiver als eine héher protoniertenF¢H,-DOTA“™", n
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> 2) (101). Fur die Komplexierung vol/ 'Lu wie auch vort*in, oder®’Ga wurden optimale
Verhaltnisse jedoch bei einem pH zwischen 4 un@dbbchtet und die Bildung von Metall-
DOTA-Komplexen nimmt bei pH > 6 ab. Dies lasst sish interpretieren, dass bei
steigendem pH die Metallionéd’Lu®*, **In®*, °’Ga®* hydrolysieren, wobei die Léslichkeit
der Metallionen sinkt und sie fur die DOTA-Kompléxong nicht mehr zur Verfigung
stehen 102).

1.4.3. Circulardichroismus (CD)

Die Circulardichroismus-Analyse ist eine spektrggkohe Technik, um strukturelle
Eigenschaften von Peptiden und vor allem Proteimenuntersuchen. Fir die Messung
durchdringt zirkular polarisiertes Licht eine ProbBer optisch aktive Teil der Probe
absorbiert das zirkularechts polarisierte Licht unterschiedlich stark im Veigle zum
zirkular links polarisierten Licht. Diese Intensitats-Differenardvin einem vorgegebenen
UV-Bereich fur jede Wellenlange mittels Dichromegemessen, wodurch ein Spektrum
resultiert. Die Dimension des CD ist die molaragititat (MRE ,mean residue ellipticity” =
deg*cnf/mol) (Gleichung 1)

Ae =0 (0.MRWI/I-c:3298) Gleichung 1

0: observed ellipticity (mdeg),
MRW (mean residue weight),
I: cell path length in cm,

c: concentration in mg/ml).

Die CD-Analyse wird normalerweise dazu genutzt,dienSekundéarstruktur von Proteinen in
Lésung zu untersuchen. Hierzu sind gut ausgeatbefigorithmen von bereits gemessenen
und identifizierten Proteinen verfliigbar, die ber 8erechnung der Sekundarstrukturanteile
der neu zu untersuchenden Proteine und Peptidér dApproximation behilflich sind. Fur
diese Technik braucht es einen Basissatz von CRtoe von Proteinen mit
unterschiedlichen Faltungen, deren Sekundarstresktdurch X-ray-Kristallographie bekannt
sind (103, 104.
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Peptide besitzen neben der Priméarstruktur, welctdimeare Aminosauresequenz darstellt,

auch eine Sekundarstruktur, die Informationen @leraumliche Anordnung der Peptidkette

gibt, wobei jedoch die Seitenketten-Reste nichtitleichtigt werden. Die Orientierung der

Sekundarstruktur im dreidimensionalen Raum wirdl@diarstruktur bezeichnet.

Es gibt 2 Sekundarstrukturen:

Faltblattstruktur: Die Peptidbindungen liegen ar &bene des gefalteten Blattes, das
einer ziehharmonikadhnlichen Faltstruktur emtéipr Die Seitengruppen
stehen abwechselnd nach oben und unten. Durslsef&ioffbriicken-
bindungen werden die einzelnen Peptide gegeglaaritiparallel oder
gleichlaufig, parallel zusammengehalten. DiesakBir nennt man
[B-Faltblatt.
EineB-Schleife B-turn) ist haufig bei Richtungsanderungen in der
Aminosaurekette zu beobachten.

Alpha-Helix: Bei dieser Struktur entstehen Wassdfrfrickenbindungen innerhalb der
einzelnen Peptidketten. D.h. das Peptid windetisidcthraubenférmiger

Weise um sich selbst.

Fehlt die Ausbildung zur alpha-Helix oder Falttdtaitktur, entstehen ,Zufallsknauel,
sogenannteandom coll
Laut Mutter et al.bedarf es einer Peptidlange von 14 Aminosaurengima geordnete-

helikale Sekundarstruktur in L6sung zu beobacht@s)(

In Abbildung 21 sind die CD-Spektren von Polypegpiidna-helikaler (1),3-Schleife (2),3-
Faltblatt (3) undandom coil(4) Konformation gezeigtlQ6).

Die a-Helix besitzt bei 192 nm eine positive, bei 209 mna 222 nm eine negative Bande.
Das[3-Faltblatt besitzt eine positive Bande bei 197 nrd a@ine negative Bande bei 216 nm.
Die 3-Schleife besitzt eine negative Bande bei 189 nchaine positive Bande bei 207 nm.
Das Zufallsknauel besitzt eine negative Bande B8 im und eine positive Bande bei 212

nm.
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Abbildung 21: Die Darstellungen bzw. Kurven der 4 Sekundarstmgtium CD-Spektrum(1) a-Helix,

(2) B-Schleife, (3)B-Faltblatt, (4) Zufallsknauel.
(Abbildung aus der Doktorarbeit von Bertolt Krgdf7)).

Die Analyse der CD-Spektren erfolgt Uber das imernét frei verfligbare Programm
DICHROWEB-web-Server-Kalkulator  (http://dichrowelyst.bbk.ac.uk/html/home.shtml).
Mittels Referenzspektren wird die Sekundarstrukies zu untersuchenden Peptid-Chelator-

Konjugats berechnet.

1.4.4. Log D-Bestimmung

Es gibt unterschiedliche Vorteile, den Lipophiliezab Hydrophilie-Parameter einer
Verbindung zu bestimmen. Ernst Overton und Hanséviéyben unabhangig voneinander
schon 1900 entdeckt, dass ein Narkosemittel, weldieen hoheren lipophilen Charakter
aufweist, eine hohere Wirksamkeit zeigt. Ebensonkaran anhand der Lipophilie einer
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Substanz die Affinitat der Substanz zur lipophilBromembran oder zum hydrophilen
Zytosol innerhalb der Zelle abschatzang).

Um eine Aussage Uber die Lipophilie bzw. Hydroghéiner chemischen Verbindung treffen
zu koénnen, wird der Verteilungskoeffizient, der I|dg-Wert bestimmt, welcher die

Konzentration der Verbindung in einer Emulsion auSctanol und Wasser angibt. Wird der
Verteilungskoeffizient bei konstantem pH durchgefiwird der log D-Wert bestimmt.

Da die radioaktiv markierten Peptid-Chelator-Korgteg in einer PBS (pH 7.4)/Octanol-
Emulsion untersucht wurden, wurde der n-Octanol-PB8er-Verteilungskoeffizient, also

der log D-Wert bestimmt. Der Puffer soll pH und Zghalt des menschlichen Blutes

simulieren.

Ist der log D Wert < 1, zeigt die Substanz einedrbghilen Charakter.
Falls der log D Wert > 1 ausféllt, zeigt die Subgtainen lipophilen Charakter.

logD = Iogg’—O =logc, —logc, Gleichung 2

w

C, = Konzentration einer Verbindung in der OktanokB¢
¢y = Konzentration einer Verbindung in der Puffer-&ha

Nach OECD gelten log D-WerteGleichung 2 zwischen 5 und -2 als genigend
aussagekraftiglQ9).

1.4.5. Biologische Experimente

Um die Qualitat eines neu entwickelten Chelatortidelgonjugats bestimmen zu kdnnen,
werden in vitro und in vivo Experimente durchgefuhrt, die Auskunft Gber wighti

pharmakologische Parameter geben, wie z.B. didl&iabn Serum, die Internalisierungsrate
in Krebszellen, die Externalisierung aus den Zelled die Verteilung des Peptides in
Organen und im Tumor in einem Tiermodell. Aus demm$&e der gesammelten
Informationen kann man Aufschluss Uber die Pharmgkamik und Pharmakokinetik eines

synthetisierten Chelator-Peptid-Konjugats erhalten.
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1.4.5.1. Stabilitat im Serum bzw. Plasma

Natirliche Peptide sind bezuglich ihrer Sequenz Kindformationsstrukuin vivo oftmals
instabil und sensitiv gegeniuber Peptidasen. Exageegen und Endopeptidasen, welche im
Blut, den Geweben bzw. Zellen aller Organismegrimssen Mengen vorkommen, kénnen
die Peptide durch Hydrolyse spalten bzw. metalsoksi und somit inaktivierer110).

Zu den Aufgaben der extrazellularen Peptidasen loisBrum gehéren beispielsweise die
Kontrolle des Blutdrucks, die Komplementaktivierungie Blutgerinnung oder die
Fibrinolyse (Auflosung von Blutgerinnsel} 10).

Peptidasen:

Peptidasen werden in 2 Hauptgruppen eingetéxbpeptidaserspalten eine oder mehrere

Aminosauren vom N- oder C-Terminus des Peptids ev#thEndopeptidasemnerhalb einer

Polypeptidkette agieren.

Die enzymatische Hydrolyse von Carbonsaurederivisteviel effizienter als eine chemische

Hydrolyse und liegt in der erniedrigten Aktivierssmthalpie des Ubergangszustandes.

Damit eine Hydrolyse durch das Enzym beschleunigérden kann, missen 3

Voraussetzungen (katalytische Funktionen) am aktZentrum des Enzyms erfillt sein.

1. Es liegt eine elektrophile Komponente vor, welde Polaritat der Carbonylgruppe des
Substrats erhoht.

2. Es liegt eine nukleophile Komponente vor, welahter Bildung eines tetraedrischen
Ubergangszustandes am Carbonylkohlenstoff angreift

3. Es liegt ein Protonen-Donator vor, welcher éin@nogruppe in eine bessere

Abgangsgruppe transformiert.

Diese drei Voraussetzungen (Funktionen) sind anivektZentrum aller hydrolytischen
Enzyme sehr &hnlich. Abhéangig von der funktione(Brappe verlaufen die Reaktionen leicht
anders. Deshalb werden aufgrund der funktionellemp@e bzw. der katalytischen Seite die
Hydrolasen in 5 Gruppen unterteilt: Serin; Threonin, Cystein, Aspartic und

Metallohydrolasen
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Abbildung 22: Mechanismus der Peptid Hydrolyse durch die Serptiéase
(Abbildung aus dem Buch ,Hydrolysis in Drug and &gy Metabolism*®, 110)

Der Mechanismus der Peptidhydrolyse durch einenSegptidase ist wie folgi(0)

(Abbildung 22):

a. Zwischen Enzym (Ser, Gly) und Substrat bildeth sein MichaelisKomplex. Die
Polaritat der interaktiven Peptidcarbonylgruppégste sich.

b. Nukleophiler Angriff der OH-Gruppe von Ser ars @&Atom der Carbonylgruppe des
Substrats. Es entsteht ein tetraedrischer Ubesgastand.

c. Das Imidazolium-Proton wird an das N-Atom denidbindung transferiert und
anschliessend wird Amin abgespalten. Entstehumgsehcyl-Enzym-
Ubergangszustandes.

e. Erneuter nukleophiler Angriff eines Wassermilslan das C-Atom der Carbonylgruppe
des Acyl-Enzyms. Es entsteht wiederum ein tetiaelger Ubergangszustand.

f. Entstehung der Saure und Freisetzung des hgdrdkn Substrats.
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Metallopeptidasen:

Metallopeptidasen kdnnen sowohl als Exopeptidaserawch als Endopeptidasen fungieren.
FUr die Katalyse bendétigen sie als Cofaktor Meaiakin, in der Regel ein Zinkion. Das
Metallion ersetzt eine Aminosaure wie His, Glu, Asger Lys im Enzym, welche beim
katalytischen Prozess die elektrophile Funktiorillgrind die Katalyse in Gang setzt. Die
interaktive Carbonylgruppe eines Substrates wirdrcldu die Koordination des
Sauerstoffatomes der Carbonygruppe an das Zink, lderissaure polarisiert. Ein
Wassermolekul greift nukleophil das Kohlenstoffatder polarisierten Carbonylgruppe an,
wobei ein tetraedrisches Intermediat entsteht. Bydrolyse des Substrates wird durch die

Protonierung des interaktiven Amids und der damgénden Abspaltung des Amins beendet

(110).
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Abbildung 23: Mechanismus der Peptidhydrolyse durch eine Mmtelptidase (Carboxypeptidase).
(Abbildung aus dem Buch ,Hydrolysis in Drug and&ug Metabolism“, 110))

Neprilysin: EC 3.4.24.11 ist eine Endopeptidase wadhort zu den Metallopeptidasen
(Enkephalinase, Neutral-Endopeptidase (NEP)). Mesni hat grosse Ahnlichkeiten mit
anderen Zfi enthaltenden Metallopeptidasen. Es ist eine O#gtigase, welche nicht nur
Enkephalin, sondern auch noch andere aktive Pepptidmlisiert (Angiotensin, Bradykinin,

Somatostatin, Substanz R)L().
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Angiotensin Converting Enzym (ACE): EC 3.4.15.1 @mhe Exopeptidase und gehort
ebenfalls zu den Metallopeptidasen, genauer zuPdgidyl-Dipeptidasen (EC 3.4.15). Das
Enzym spielt eine grosse Rolle bei der Kontrolle 8utdrucks. Zugleich ist bekannt, dass
das aktive Zentrum des Enzyms ein Zinkatom entQdlibildung 23). Die Peptidase
hydrolysiert neben Substanz P (&leu'®) und Angiotensin (PHeHis®) viele andere native
Peptide.

Unterschiedliche Inhibitoren fir dieses Enzym semtdeckt bzw. entwickelt worden, wie
beispielsweise das Captoprll(Q).

Um ein synthetisiertes Peptid-Chelator-Konjugatién Klinik einsetzen zu kénnen, muss das
Peptid enzymatisch gentgend lang stabil sein, ddasitkonjugat sein Ziel, die Tumorzellen
erreichen kann.

Deshalb wurden Tests zur Bestimmung der Stabifi&erum bzw. Plasma entwickelt:

Einem Probanden wird venéses Blut entnommen. Das$ Bird zentrifugiert, wobei der
zellulare Bestandteil (Erythrozyten, Thrombozytdreukozyten) von der Zellflissigkeit
getrennt wird {Je nachdem, welches S-Monovette-Bligm verwendet wurde, kann man
Serum (ohne Zusatz) oder Plasma (mit EDTA-, Hepa#itronensaure-Zusatz) gewinnen.
Entfernt man die im Blutserum enthaltenen Stoffedié Blutgerinnung (Fibrine, Fibrinogen,
etc.), erhalt man Blutplasma}.

Radioaktiv markiertes Peptid wurde zum frisch entnenen Blutserum gegeben und im
Brutschrank inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkterraein 1004l Serum entnommen und mit
Ethanol extrahiert. Dabei wurde der enzymatischéaliprozess des Peptides durch die
Ausfallung des Proteinanteils unterbrochen. NachZ#trifugation der Suspension wurde
vom resultierenden Uberstand eine Probe entnommed wittels HPLC und

Radioaktivitatsmonitor analysiert.

1.4.5.2. Internalisierung & Externalisierung

Bei einem Internalisierungsexperiment wird nachg@sen, dass ein Radiotracer, nach
spezifischer Bindung an einen Rezeptor, aktivenZgllen internalisiert wird.

Mit einem Externalisierungsexperiment lasst sichr den der Zelle ausgeschiedene
radioaktive Teil qualitativ wie auch quantitativdbenmen.

Ein idealer Agonist verfugt Gber eine hohe Intemiatungsrate von > 50% nach 6 h und eine

niedrige Externalisierungsrate < 20% nach 2 h.
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1.4.5.2.1. Internalisierung

Als Internalisierung bzw. Endozytose wird der Tizor$s eines Liganden in die Zelle
bezeichnet (Abbildung 24). Nach der Bindung desahiien an den Rezeptor kann der ganze
Ligand-Rezeptor-Komplex durch Membrandiffusion ia delle gelangen.

Da in dieser Arbeit Bombesin-Agonisten synthetisiwurden, wurde die Internalisierung

anhand von GRP-Rezeptor exprimierenden Prostatséedbn (PC-3 Zelllinie) studiert.

1. Aktivierung 2. Desensitivierung
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%«.ﬂ- E B % ﬁl@ : i— 2
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Abbildung 24: Endozytose eines Radiopharmakon und seines Rezdptbbildung aus Google Bild).

Der GRP-Rezeptor gehort zu den sogenannten GB8R4. Normalerweise wird durch die
Komplexierung eines Liganden an den G-Protein-gpklipn Rezeptor (1) eine Signal-
Ubertragung aktiviert und damit der Stoffwechselgulert. Falls jedoch die
Ligandkonzentration sehr hoch ist, besteht die Mbgkit, dass der G-Protein-gekoppelte
Rezeptor an der Membranoberfliche den komplexiettegganden durch Endozytose
internalisiert. Das heisst, dass die Zelle gegendben Liganden desensibilisiert worden ist
(2). Nach der Internalisierung (3) wird der Ligandm Rezeptor im Endosomvesikel
dissoziiert und der internalisierte Rezeptor ketut Plasmamembranoberflache zuriick (4)
oder wird zusammen mit dem Liganden in den Lysosoatgebautl(11, 112).

Die Internalisierung, die im Wesentlichen auf agtisch wirkende Rezeptorliganden
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beschréankt ist 1(13), fuhrt zu einer Akkumulation des Peptids in dezll@ Dies ist im
Hinblick auf therapeutische Anwendung von Radiaracmit einem hohen LET (Auger-
Emitter odera-Emitter), sehr bedeutend, da die Reichweite datiemen Strahlen auf sehr

kurze Distanzen imm-Bereich limitiert ist.

Die Internalisierungsstudien wurden mit einer GREzéptor-positiven PC-3-Zelllinie in
Zellkulturplatten durchgefiihrt. Markiertes Peptidtdvzu Zellen gegeben. Nach definierten
Inkubationszeiten werden die Zellkulturplatten aasn Brutschrank genommen und auf Eis
gelegt, um die Internalisierung zu stoppen. Nactidémung des Mediums werden die Zellen
mit PBS gewaschen. In dieser ersten Fraktion, dgersannten ,freien“ Fraktion, wird der
nicht gebundene, freie Anteil der Radiopeptide.iskiner Metaboliten ermittelt.

Die Zellen werden dann zweimal mit Glycin-PuffeH(R.8) behandelt, welches die zweite
Fraktion, die sogenannte ,bindende“ Fraktion ergDtrch das saure Milieu werden die

gebundenen Liganden von den Plasmamembranrezepjetremnt.

1.4.5.2.2. Externalisierung

Flr therapeutische Zwecke ist es von Vorteil, weas internalisierte Radiopeptid eine lange
Aufenthaltszeit in der Zelle aufweist.

Um Erkenntnisse Uber den biochemischen Prozesswingen, wird einerseits die Aktivitat
der externalisierten Fraktionen mittejsCounter gemessen und anderseits werden die
externalisierten Fraktionen mittels HPLC analysi®&ach Aufkonzentrierung der Fraktion
lasst sich bestimmen, ob das externalisierte Peyah intakt oder intrazelluldar lysosomal

bereits metabolisiert wurde.

Eine bestimmte Internalisierungszeit wird zur Bastung der Externalisierung verwendet.
Nach PBS- und Glycin-Behandlung wird zu den Zeltasches Medium gegeben, wobei
anschliessend nach definierten Zeitpunkten ein Wadiechsel durchgefuhrt wird. Mit der
Glycin-Behandlung der Zelle wird unter sauren Bgdimgen die Bindung zwischen Ligand
und Rezeptor gebrochen. Das frisch zugegebene kedient nun als ,Auffangbecken* fur
die von der Zelle sezernierten Metaboliten odalkiteén Peptid-Chelator-Konjugate.

Mittels y-Counter wird der aus den Zellen ausgeschiedenealdt/e Anteil in den
Mediumfraktionen bestimmt. Qualitativ lasst siche dMediumfraktion nach erfolgter
Aufarbeitung mittels HPLC analysieren.
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1.4.5.3. Tiermodell

Ausfuhrliche in-vitro-Experimente der zu untersuchenden Substanz solitenhgefihrt
werden, damit potentielle Arzneimittel schon vorlrereine engere Auswahl kommen und
nachfolgende Tierversuche auf ein Minimum beschréwkden kénnen.

Ein praklinisches Modell zur Testung von Radiophakenstellen die Tierversuche an Tumor-
xenografts tragenden Nacktmausen dar. Die Xenagrafsubkutan implantierte
Fremdgewebe) reflektieren naherungsweise die Eofpafien eines Tumors im Patienten. Mit
Hilfe des Tiermodells kann einerseits das pharnwethe Verhalten bzw. Wirkung des
potentiellen Radiopharmakons abgeschéatzt werdensieRmg und Toxizitdt des
Radiopharmakons wie auch Wachstumsstillstand od®yars Remission des Tumors.
Andererseits kann mittels BioverteilungsexperinmaistPharmakokinetik, also die Verteilung
bzw. die Anreicherung des Radiopharmakons im TurBtuf oder in sonstigen Organen
festgestellt werden.

Nacktméuse unterliegen einem autosomal-rezessivdigakg, was Haarlosigkeit und
Thymusaplasie hervorruftL{4). Durch die fehlenden reifen, funktionellen T-Lyhgzyten
ist die Nacktmaus ein guter Wirt flr heterologe nB@alantate, da keine immunologische
Reaktion zu erwarten ist15). Jedoch missen komplexe Haltungsmassnahmenefalise

getroffen werden, da die Infektionsgefahr sehr hetfi16, 117.

1.4.5.3.1. Bioverteilungsexperimente

Das Ziel ist es, radioaktiv markierte Peptide fike dumordiagnostik und —therapie zur
Verfugung zu haben, die eine hohe Anreicherung iomdr bei gleichzeitig geringer
Belastung gesunder Organe und Gewebe haben.

Um dies zu ermitteln, werden Bioverteilungsstudidarchgefihrt, bei denen dem
tumortragenden Tier radioaktiv markiertes Peptigkziert wird. Die Substanz verteilt sich
durch den Blutkreislauf im Korper und reichert satschliessend in Organen bzw. im Tumor
an. Zu definierten Zeitpunkten werden die TiereeuMarkose gesetzt und mit gQ@etotet.
Das enthommene Blut sowie die Organe und der Tumsden in R6hrchen transferiert,
gewogen und mittelg-Counter gemessen, um daraus die Akkumulation dgziarten

Aktivitat pro Gramm Gewebe auszurechnen.
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2. Aufgabenstellung

2.1. Einfluss unterschiedlich langer dPEG-Spacer irBombesin-
Derivat DOTA-dPEG,-BN(7-14) auf pharmakologische Parameter

Bei der Entwicklung rezeptorgesteuerter Radiophaeutika konntenBroccardo et al.
zeigen, dass die letzten sieben Aminosauren déslinhenBombesiAPeptides BN(7-14) als
Biomolekll ausreichend sind, um eine hohe Binduffigs#t zu GRP-Rezeptoren zu
erreichen42).

Hoffman et al.erganzten die Strategie und zeigten, dass eineBpaceinem Bombesin-
Derivat positive Auswirkungen auf die pharmakolebes Eigenschaften hat. Sie
synthetisierten eine Serie von Bombesin-Analoga BQCTH,)x-BN(7-14) mit
unterschiedlich langen lipophilen Spacern und destr@rten, dass durch diese Modifikation
die Bindungsaffinitat zu GRP-Rezeptoren und dieria#okinetik der Bombesinderivate
optimiert wurde %1). Rogers et al.studierten den Einfluss eines integrierten oligmame
Polyethylenglycol-Spacers (PEG, 3’500 Da) §fCu-markiertem DOTA-PEG-BN(7-14).
Trotz niedriger Bindungsaffinitdt zum GRP-Rezef@&©+0.6uM), wurde eine relative hohe,
spezifische Aufnahme (10.5+£0.6% ID/g, nach 2 Stahda GRP-R- positiven Mauspankreas
gefunden 46).

Es wurde schon frih gezeigll®, dass das Anbringen eines PEG-Spacers an ein
therapeutisches Molekiul einen positiven Einflussf a@ie Pharmakokinetik und die
Pharmakodynamik verschiedener Arzneimittels halmmkl19, 120. Man geht davon aus,
dass durch den PEG-Spacer der hydrophile ChardkteRadiopharmazeutikums verbessert
wird, was die Blutclearance verlangsamt und danmé didhere Akkumulation im Tumor

ermoglicht.

Kurzlich konnte in der Arbeitsgruppe von Prof. Méclezeigt werden, dass ein kurzer
dPEG-Spacer (d: steht fur “diskret”, was auf eine eineeVerbindung ohne andere PEG-
Analoga hinweist) zwischen dem Chelator DOTA unchd&omolekil BN(7-14) gutén vivo
Eigenschaften verleihé§). Die Affinitat von "Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (Abbildung 25)
ist gegeniibe'Cu-DOTA-PEG-BN(7-14) ungefahr ienal besser.
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Abbildung 25: Chemische Struktur d88Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (*Lu-DOTA-PESIN).

Ebenso ist die Aufnahme im Pankreas mit 39.0+4.®/g lauch nach 4 h immer noch
signifikant hoher als die vofCu-DOTA-PEG-BN(7-14) (10.5+0.6% ID/g, nach 2 BB)

Somit stellt sich die Frage, welchen Einfluss digange eines dPEG Spacers auf die
pharmakologischen Parameter hat.

Daher sollen im ersten Projekt eine Serie von Baimlglerivaten mit unterschiedlich langen
dPEG-Spacern synthetisiert, mit’’Lu markiert und mit Hilfe biologischer und
pharmakologischer Experimente soll der Einfluss 8eacerlange auf dié’’Lu-DOTA-
dPEG-BN(7-14) (x =0, 2, 4, 6, 12, 24)-Derivaten untexist werden.

Im Weiteren sollen die enzymatischen Spaltungssteiin !’’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14)-
Derivat identifiziert werden. Die Spaltungsstellwarden anhand voH Lu-DOTA-dPEG »
BN(7-14) verglichen, um zu verifizieren, ob die Spdange ebenfalls eine Auswirkung auf
die Spaltungsstelle hat.

Die Abbaukinetik der beiden Analogd’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) und!"’Lu-DOTA-
dPEG2-BN(7-14) soll ebenfalls untersucht werden.

Bei der Komplexierung von DOTA-dPE@N(7-14) mit'"’Lu fiel eine Oxidation des in der
Peptidsequenz enthaltenen Methionins auf. Diesed@iin soll bei DOTA-dPEG[B-Ala*Y]-
BN(7-14) untersucht und die Radiolyse mit dem Hnsavon unterschiedlichen

Antioxidationsmitteln inhibiert werden.

2.2. Gegeniiberstellung des neu entwickelten Agotes *™Tc-Cyclam-
ahx-BN(7-14) und dem bekannted*in-DOTA-ahx-BN(7-14)

Smith et alstellten kiirzlich das Bombesinderivatin/*"Lu-DOTA-aoc-BN(7-14) vor, das
in praklinischen Untersuchungen Potential als fhewéisches Radiopharmakon fir GRP-R

positive Tumoren zeigte 51, 54. Da das metastabile Radionuklit®Tc sowohl
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radiophysikalisch als auch beziiglich Kosten undfiyarkeit'*in tiberlegen ist, wére es
wiinschenswert, ein Derivat firr diagnostische Zweakentwickeln, welches sich niit™Tc
markieren lasst.

Fir die Bildung eines rezeptorgesteuerten Radiopazeutikums werden viele
unterschiedliche Chelatoren, wie z.B. HYNIC in Kdndiion mit Koliganden, azyklische
Stickstoff-, Schwefel-Phosphor- bzw. Schwefel-Sitokf-Chelatoren oder dNhistidinyl-
acetat in Kombination mit 3 CO-Liganden verwendét, 60, 53, 91, 121, 122

Neben den erwahnten Chelatoren erflllt auch deyagaimakrozyklische Chelator 1,4,8,11-
Tetraazacyclotetradecan (Cyclam), durch Bildungmnimelynamisch und kinetisch stabiler
9mre-Komplexe, die Voraussetzung fir medizinische Andungen. Ein Beispiel dafir ist
9mre-Cyclam (Abbildung 26), das eine gute Alternatize *°™Tc—MAG; fir die

Nierenuntersuchung is123).
—I @
NH O NH
NV
C
/-h\
NH o NH
Abbildung 26: Chemische Struktur von dem Komp@&‘Tc-Cyclam.

Im Jahr 1995 wahlteBtahl et al.einen Spacer (Benzylsaure) modifizierten Cyclami&be
aus, der erstmals an ein Peptid, ein Bradykininiv@éer konjugiert wurde ¥24). Die **™Tc-
Markierung wurde bei pH 10 durchgefiihrt, was einkehMarkierausbeute und eine schnelle
Komplexierung von ca. 15 min gewabhrleistet. Die \RBideilung zeigte nach 4 h eine
Anreicherung in Leber (5% ID/g), Niere (4% ID/g)dum hohem Masse auch in der Blase
(75% ID/g) (24). Die positive Ladung deS™Tc-Cyclam-Komplexes konnte fiir die schnelle

Nierenclearance und schnelle Ausscheidung UbeBldige verantwortlich seirl23).

Das Ziel dieses zweiten Projektes ist es, die Raadtbedingungen fur die Konjugierung
eines neuen Cyclam-Derivates an den N-TerminusabrsBN(7-14) zu finden. Ebenso soll
ein Protokoll fiir die®*™Tc-Markierung evaluiert werden, welches eine hopeziische
Aktivitat (20 MBg/nmol) und eine schnelle Komplesiaag ermdglicht (Abbildung 27).

Um die Qualitat des neu entwickelten Radiopharmakairzuschatzen, werden simultan mit
der mit *in-markierten Substanz'*in-DOTA-ahx-BN(7-14) in vitro-Experimente

durchgefuhrt und die Resultate beider Ligandeninateder verglichen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Chemische Strukturen vahin-DOTA-ahx-BN(7-14) und®™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14).

2.3. Vergleich derin vitro und in vivo Resultate von°”*%a- und
1" u-DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) (DOTA-AMBA)

Das dritte Projekt besteht aus der Synthese von AQGIy-AMBA-BN(7-14) und der
Durchfihrung vonin vitro und in vivo Versuchen von®”’®8%a-DOTA-AMBA. Bei
vielversprechenden Resultaten ware es vorsteltiases Radiopharmakon als PET-Tracer
fur diagnostische Zwecke einzusetzen.

Der Bombesin-Agonist DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) wurde om der Firma Bracco
entwickelt, mit*’’Lu markiert undin vitro und in vivo evaluiert.'’Lu-DOTA-Gly-AMBA-
BN(7-14) (Abbildung 28) zeigt nanomolare Affinitsau GRP-R-positivem humanen

Prostatakarzinomgeweb49).
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Abbildung 28: Chemische Struktur vor{’Lu-DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) (*"'Lu-DOTA-AMBA).
Das Radiopharmakon’’Lu-DOTA-AMBA zeigt mit dem rigideren und polarere@ly-

AMBA Spacer gegeniibér Lu-DOTA-aoc-BN(7-14) vorSmith et al.mit dem aoc Spacer
bessere Stabilitat, Internalisierung und Pharmaileikd @9, 54, 125
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2.4. Aminooxy-funktionalisierte Substanz P Analoga

Alpha-Teilchen emittierende Radionuklide, wie dastatlische?*®Bi und neuerdings auch
Halogen®!'At, finden in der Nuklearmedizin eine immer haufgeAnwendung 126-129.
Ihre kurze Reichweite und der hohe lineare Enefgamsfer ermoglichen es, Tumorzellen
unter weitestgehender Schonung des umliegenden ligswselektiv zu zerstdren. Bereits
wurde eine Anwendung mfit'At-markierten Antikérpern publiziertl9). Von Nachteil ist
die aufwendige Herstellung eines stabiféfAt-markierten Radiopharmakons. Die direkte
Verknupfung von Astat Uber den Reaktionsmechaniseinsr aromatischen elektrophilen
Substitution mit einer im Vektormolekil integriemt@aromatischen Aminoséaure, wie Tyrosin
oder Tryptophan, zeigt im Gegensatz zu derjenigénhemologem lod keine gentigend
stabile kovalente Bindung 180). Somit muss das At Uber einen sekundéaren
Markierungsvorlaufer an das Biomolekul angebracérden.

NachFriedman et allasst sich die Synthese in 2 Schritten realisi€t81): Im ersten Schritt
wird para-Aminobenzolsaure tUber ein intermediares Diazonalms hoher Ausbeute zur
stabilenpara-Astatbenzolsdure umgewandelt. Im zweiten Schiitttl wara-Astatbenzolsaure
Uber die Carbonsaurefunktion an eine freie Aminkfioem des Proteins gekoppelt. Die
vitro Experimente zeigten, dass da%\t markierte Protein tiber 20 h stabil blieb.

Im Rahmen voTargeting Alpha-Particle emitting Radionuclids tor@bat Cance(TARCC)
sollte in einer Kooperation mit der ArbeitsgruppenvProf. Meyer aus Hannover eine
Alternative fiir die Herstellung einéS'At-markierten Substanz P-Derivates gesucht werden.
Dazu sollte der von der Arbeitsgruppe in Hannoveyntlsetisierte sekundare
Markierungsvorlaufer para-*'At-Benzaldehyd mittels einer einfachen und schnelle
Reaktion (,Click“-Charakter) an ein aminooxyfunkialisiertes Substanz P-Derivat

gekoppelt werden (Abbildung 29).

211At H 211At
HoN. N._ Peptid \©V H _
+ _ =
\©\H/H o/\g/ _N \o/\[rN\/ Peptid
o)

O
Abbildung 29: Reaktionsgleichung der ,Click-Chemie* bzw. der @kildung.
Das Ziel des vierten Projektes ist es daher, dienogenannte Reaktion mit dem nicht

radioaktivenpara-F-Benzaldehyd zu simulieren und zu optimierenWaiteren soll die hohe
Chemoselektivitdt bei der Reaktion eines Aldehyds emer Aminooxyfunktion, auch in




2. Aufgabenstellung 49

Gegenwart einepriméaren Aminogruppe, Uberpruft werden. Fur diesen Zweckdvénhand

von zwei einfachen Modell-Verbindungen, die ersté emer Aminooxy- (Amox-) und die
zweite mit einer Aminofunktion, die Chemoselektitdieser ,Click-Reaktion* getestet
(Abbildung 30).

NH,

F Arg-Pro-NH
mOC\N Pro-GIn-NH, HZN\O/\H/ g 2
H o o)
Abbildung 30: Chemische Struktur von den Modellverbidungen Fmygs-Bro-GIn-NH und
Amoxacetyl-Arg-Pro-NH.
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3. Resultate und Diskussion

3.1. Einfluss unterschiedlich langer dPEG-Spacem Bombesin-
Derivat DOTA-dPEG,-BN(7-14) auf pharmakologische Parameter

3.1.1. Synthese von DOTA-dPEGBN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24)

Die Bombesin dPEG Analoga wurden an einer Rink-Amid-MBHA-Festphasé Hiilfe
eines semiautomatischen Peptidsynthesizers un&mdec-Strategie aufgebaudAV1). Die
Aminosauren der Sequenz, welche Uber reaktive rgaten verfligen, wurden in geschutzter

Form eingesetzt.

Da Fmoc-dPEG@-OH recht teuer ist, wurden fur die Kopplung ansgteq nur 2 eq des
Spacers verwendet und dafur die Reaktionszeit duivérlangert. Ebenso wurde die darauf
folgende Fmoc-Abspaltungsreaktion auf 4 x 10 miml&reyert, da ansonsten die Fmoc-
Schutzgruppe nicht vollstandig entfernt werden kennFur die finale Reaktion mit
DOTA(tBu); wurde eine Doppelkopplung von jeweils 16 h durdtilge. Nach Abspaltung,
Entschitzung und Reinigung wurde DOTA-dREBN(7-14) mit einer Ausbeute von 3.2%
erhalten.

Far die weiteren dPEG-Analoga wurden Ausbeutencaori0% erreicht (Ausbeute basierend
auf der eingesetzten Peptidstoffmenge Fmoc-BN(7Hity) (Tabelle 8).

code Substanz MW ESI-MS* HPLC tr [min]
* + R.h. Ausb.
[a/mol] [a/mol] G G %] (%]
15 DOTA-BN(7-14) 1324.7 1365.1 (4, [M+K] 159 167 >97 11.9
16 DOTA-dPEG-BN(7-14) 1470.7 1509.9 (23, [M+K]  16.2 184 >96 11.3
17 DOTA-dPEG-BN(7-14) 1572.8  1611.6 (100, [M+K] 16.8 213 >97 7.3
18 DOTA-dPEG-BN(7-14) 1660.9 851.2 (100, [M+K+H]) 17.2 232 >96 11.1
19 DOTA-dPEG-BN(7-14) 1925  982.9 (10, [M+K+H]) 18.1 27.9 >96 10.2
20 DOTA-dPEG,BN(7-14) 24533  1247.3 (5, [M+K+H] 195 337 >95 3.2
21 DOTA-[B-Ala'']-PESIN 1586.8 1626.4 (3, [M+K] 16.3 196 >94 85

22 DOTA-[p-Ala™,Met(O)]-PESIN  1602.8 1641.8 (10, [M+K]  14.8 136 >97 225

Tabelle 8 Analytische Daten der synthetisierten dRE2®aloga; R.h.: Reinheit; Ausb.: Ausbeute;
# Beobachtete Masse, relative Signalintensitéérpretation
G:S1,G1
G":S1,G2
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Die gereinigten und analysierten Produkte wurdes \AMasser lyophilisiert und die genaue
Stoffmenge des Peptides durch die UV/VIS-Spektrpek@®AV7) und teilweise durch die
Tracermethode AAV8) bestimmt. Anschliessend wurden fir radioaktive rive&rungen
gebrauchsfertige Aliquots bzw. Stammlésungen héeties

Von allen DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24) Substanzen wardér
Bindungsaffinitatsstudien und Circulardichroismysemxxmente mit nattrlichem Lutetium
Komplexierungen gemagsAV9 durchgefihrt (Tabelle 9).

MW ESI-MS* HPLC tr [min]
Substanz .
[g/mol] [g/mol] Gradient Reinheit [%]

" u-DOTA-BN(7-14) 1497.6  1499.2 (56, [M+H] 16.0 > 95

" 4-DOTA-dPEG-BN(7-14) 1642.7  1643.3 (38, [M+H] 16.5 > 96
" 4-DOTA-dPEG-BN(7-14) 17447  1745.4 (28, [M+H] 17.3 > 92
" 4-DOTA-dPEG-BN(7-14) 1832.8  1833.5 (15, [M+H] 17.6 >97
" 4-DOTA-dPEG-BN(7-14) 2096.9 1049.8 (48, [M+2H) 18.5 >97
" 4-DOTA-dPEG,-BN(7-14) 2625.2 1314.5 (12, [M+2H) 19.9 > 02
" u-DOTA-[p-Ala*']-PESIN 1758.7  1760.5 (21, [M+H] 16.5 >92
" u-DOTA-[p-Ala*’,Met(O)-PESIN  1774.7  1776.7 (14, [M+H)] 15.0 > 96

Tabelle 9:  Analytische Daten der synthetisierten Ufidu komplexierten dPEGAnaloga;
# Beobachtete Masse, relative Signalintenditégrpretation
Gradient: S1, G1

3.1.2.  Untersuchung der Oxidation von DOTA-dPEG[B-Ala*'-BN(7-14)

Bei den Markierungen der Bombesin-Derivate mit 8&&quenz BN(7-14) wurde bei der
Qualitatskontrolle stets eine chemische Verunreimggdurch Radiolyse festgestellt, welche
auch bei Substanz P-Derivaten auftritt und im HRLI@ematogramm vor dem Produktpeak
erscheint. Es wurde gezeigt, dass es sich beimteaw&eak um das oxidierte Substanz P-
Derivat in Form des Methionin-Sulfoxids handelt. Bambesin(7-14) wie Substanz P
ebenfalls die Aminoséaure Methionin in der Sequemhét, ist es sehr wahrscheinlich, dass
es sich bei dem Nebenprodukt um die gleiche oxelieorm handeltl32).

Um dies zu bestatigen, wurde das synthetisierte i&sim-Derivat DOTA-dPEG[B-Ala™]-
BN(7-14) (DOTA-B-Ala*]-PESIN) mit*""Lu markiert (Abbildung 31, A) und der Anstieg
des Nebenproduktes durch Zugabe des Oxidationssnitt©, forciert. Die Reaktion wurde
mittels analytischer HPLC beobachtet (Abbildung B1C, D). Fir die definitive Bestétigung
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wurde das vermutete Nebenprodukt DOTA-dREGAlIa™ Met(0)*]-BN(7-14) (DOTA-[B-
Ala*! Met(0)*]-PESIN) synthetisiert AAV10), mit *""Lu-markiert, und die Retentionszeit

mit dem Nebenprodukt verglichen (Abbildung 31). Bietentionszeiten waren identisch.
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Abbildung 31: Untersuchung der Radiolyse vBiiLu-DOTA-dPEG-[B-Ala’’]-BN(7-14) mittels analytischer
HPLC durch Zugabe von,B,. (A) *"’Lu-DOTA-dPEG-[B-Ala*!]-BN(7-14), (B) Zugabe von

H,0, nach 30 min, (C) nach 2h, (D) nach 6h, {E)u-DOTA-dPEG-[B-Ala**-Met(0)*4)-
BN(7-14).

Die Auswirkung dieser oxidativen Radiolyse auf gdsrmakologische Verhalten wurde
anhand von DOTA-dPE&B-Ala'’]-BN(7-14) untersucht, welches eine modifiziertero
des DOTA-PESIN darstellt und durch die Prasenz Atemosauref3-Alanin an der elften
Position nachMantey et al.eine bessere Bindungsaffinitat zu den GRP-, NM&eroBN-
Rezeptoren verspricht 83, 134.

Durch Bindungsaffinitatsstudien wurde gezeigt, ddasnicht oxidierte Derivat mit einem
ICso-Wert von 1.20.8 nmol/l (n = 2) eine sehr gute Affinitdt zum GRPhat, wahrend das
oxidierte Derivat mit einem I§g-Wert > 1000 nmol/l seine Bindungsaffinitdt zum BRgtor
vollstandig verliert. Diese Resultate zeigen, ddss Unterdriickung der radiolytischen
Oxidation von grosster Bedeutung ist. In der Praxésden dazu Antioxidationsmittel wie

Methionin oder Ascorbinsdure im grossen Uberscheesvendet, welche die Oxidation
verringern (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Markierldsung vort’’Lu-DOTA-dPEG-[p-Ala*']-BN(7-14) a.) ohne Methionin,
b.) mit Methionin.

3.1.3. Log D-Bestimmung vori*'Lu-DOTA-dPEG ,-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24)

Die Annahme, dass eine Erhdhung der KettenlangedB&G-Spacer eine Steigerung der
Hydrophilie bewirkt, wurde durch die HPLC-Analysiet bestétigt.

Die Methode der HPLC-Analyse ist fur die Hydropéllestimmung jedoch nur bedingt
geeignet, da die Retentionszeiten nicht nur von Rligaritét, sondern auch von anderen
Faktoren wie der chemischen Struktur oder der @rads Verbindungen abh&ngig ist.
Deshalb wurde die klassische log D-Methode furtirdrophiliebestimmung durchgefihrt.
Die Log D-Werte wurden entsprechend d@ECD-Richtlinien fir die Evaluierung von
chemischen Verbindungeturch die ,Schittel-Methode® unter Gebrauch vo®danol und

PBS (pH 7.4) bestimmt. DI©OECD-Richtliniengeben an, dass Werte < -2, nicht gentigend
aussagekraftig sind.09.

Substanz Log D-Wert
M ds
"2 u-DOTA-BN(7-14) -2.69 0.04
"3 yu-DOTA-dPEG-BN(7-14) -3.21 0.27
" u-DOTA-dPEG-BN(7-14) -3.33 0.61
" u-DOTA-dPEG-BN(7-14) -3.39 0.74
" u-DOTA-dPEG-BN(7-14) -3.4 0.65
" u-DOTA-dPEG,BN(7-14) -3.84 0.76

Tabelle 10 Log D-Werte vod®Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (n =0, 2, 4, 6, 12, 24) (n = 3).
M*: Mittelwert der Hydrophiliebestimmung; ds: Standdnaieichung
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Die sehr hydrophiled®Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14)-Derivate haben alle einen Wert unter
-2 (Tabelle 10). Eine leicht abnehmende Lipophsiejedoch bei zunehmender Spacerlange

erkennbar, was die anfangliche Annahme belegenevtrd

3.1.4. Bindungsaffinitat

Die Bindungsaffinitatsstudien wurden am Institut Rathologie der Universitat Bern durch
die Arbeitsgruppe vorrof. Reubidurchgefihrt. Von menschlichen Prostatakrebszetden
bevorzugt GRP-Rezeptoren Uberexprimieren, wurdeZdienembran inklusive Rezeptoren
entfernt und fir den Versuch aufgearbeitet.

In einem kompetitiven Verdrangungsexperiment wudie Zellmembran der universale
Bombesin-Radioligand **1-D-Tyr*-BN zugegeben, um die spezifischen, hochaffinen
Bindungsstellen der Membran zu besetzen. Anscleliessvurde mit"Lu komplexierten
Bombesin-Derivaten in steigender Konzentration m&tt. Von der untersuchten Substanz
wurde jene Konzentration berechnet, welche die RafsubstanZ3-D-Tyr*-BN zur Hélfte
verdrangt hat. Dieser Wert wird alssiJInhibition-Constant) bezeichnet. Je kleiner diese

Wert ist, umso hoher ist die Affinitat des untetsien Liganden zum Rezeptor.

Substanz IC 50 (nmol/l) ~

" U-DOTA-BN(7-14) 39263 (n=2)
" I-DOTA-dPEG-BN(7-14) 8.4+43 (n=23)
" ;-DOTA-dPEG-BN(7-14) 6.1+3.0 (n=4)
" -DOTA-dPEG-BN(7-14) 8.4+2.7 (n=23)
" - DOTA-dPEG,BN(7-14) 8.8+0.1 (n=2)
" I-DOTA-dPEG,BN(7-14) 61+11 (n=2)

* n = 2 bis 3 unabhéngige Experimente

Tabelle 11:Bindungsaffinitaten (I€) in nM fur den GRP-R, in Klammern die Anzahl Exipante.

Tabelle 11 zeigt die l&g-Werte der "Lu-komplexierten dPEGAnaloga. Niedrige
Bindungsaffinitaten liegen béPLu-DOTA-BN(7-14) und auch bef*Lu-DOTA-dPEG4
BN(7-14) vor. Der 1G-Wert von"*Lu-DOTA-BN(7-14) zeigt, dass ein Spacer notwendig i
um den pharmakophoren Teil BN(7-14) von dem voldisén "*Lu-DOTA-Komplex zu
distanzieren. Ohne einen Spacer wird sonst die uBigsistelle des Pharmakophor BN(7-14)
durch den Komplex negativ beeinflusst. Ebenso Z&u-DOTA-dPEG4-BN(7-14) eine
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niedrige Affinitat, der nachRogers et alunter Umstanden auf den langen und sterisch
anspruchsvollen Spacer zurtickzufihren4sj.(

Die Analoga™Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 2, 4, 6, 12) besitzen alle einergd®/ert von

ca. 8 nM. Im Vergleich zu den vdtoffman et alpublizierten Verbindungen des Ty}¥n-
DOTA-X-BN(7-14) (x =B-Ala, 5-Ava, 8Aoc), die einen durchschnittlichen Mon 1.5 nM
(ICs-Wert) haben %1), sind die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierRerivate "*Lu-
DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 2, 4, 6, 12) nur geringfligig schlemh Es gilt jedoch
anzumerken, dasdoffman et al.die IGo-Werte durch ein Verdrangungsversuch an PC-3
Zellen bestimmt haben, wéhrend die Arbeitsgruppe Rmf. Reubi aus Bern zur Ermittlung

der 1GyWerte eine Autoradiographie an Prostatatumor-Gesdimitten durchgefihrt hat
(135).

3.1.5. Enzymatische Stabilitdal"Lu-DOTA-dPEG ,-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24)
3.1.5.1. Enzymatische Stabilitat im Blutserum

Mit diesem Experiment wurde die enzymatische bzvetamolische Stabilitat det’’Lu-
DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24)-Analoga in Serufverpruft. Hierzu wurde,
entsprechend ahnlicher Konzentration der appleeiNerbindung im Patienten (130 nmol
Radiopharmakon in 5 | Blut bzw. 3 | Serum), 30 pmadrkierte Verbindung in 1.5 ml

Blutserum inkubiert.

1.00 Stabilitat

B "Lu-DOTA-BN(7-14)
0.75 4} ® 'Lu-DOTA-PEG,-BN(7-14)
A Ly-DOTA-PEG,-BN(7-14)
¥ "Lu-DOTA-PEG,BN(7-14)
% <4 "'Lu-DOTA-PEG ,-BN(7-14)
e 0.50 > Lu-DOTA-PEG,-BN(7-14)
g
S
=
0.25
\\\\\ .
0.00 . = = = =SS ———— ———
0 24 48 72 96 120 144 168 192
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Abbildung 33: Stabilitat im Serum vol Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x= 0, 2, 4, 6, 12, 24) (n = 3).
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Die Geschwindigkeit des enzymatischen Abbaus d&GJfAnaloga wird in der Abbildung
33 gezeigt, wobei die Kurven nach einer Kinetiker©rdnung gefittet wurden. Die Tabelle

12 zeigt die aus den gefitteten Kurven errechnet@bwertszeiten als.t

Substanz t¥2 [h] (n = 3)
Y u-DOTA-BN(7-14) 40+0.9
Y u-DOTA-dPEG-BN(7-14) 5.7 +0.8
1 u-DOTA-dPEG-BN(7-14) 8.4+32
1 u-DOTA-dPEG-BN(7-14) 18.6 + 3.2
1 u-DOTA-dPEG-BN(7-14) 36.3+3.9
1 u-DOTA-dPEG,BN(7-14) 49.3+6.4

Tabelle 12: Biologische Halbwertszeiten vdA'Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x= 0, 2, 4, 6, 12, 24) in

menschlichem Blutserum, in Klammern die Anzahp&xmente.

Eine deutliche Korrelation zwischen der Spacerlamgk der Stabiliat ist erkennbar. Je langer

der eingesetzte Spacer ist, desto hdher ist dygeatische Stabilitat im Blutserum.

Da Stabilitatstests von anderen Arbeitsgrupperwégsle in Plasma-Heparin durchgefihrt
wurde @8), wurden analoge Versuche mifLu-DOTA-dPEG-BN(7-14) in Plasma-Heparin
und Plasma-EDTA wiederholt, um die Ubereinstimmudeg Stabilitat in Plasma und Serum

zu Uberprifen (Tabelle 13).

Plasma-Heparin  Plasma-EDTA

Substanz Serum4, [h] t,, [h] t,, [N]
Yo Yo

1 u-DOTA-dPEG-BN(7-14) 57+0.8 6.8+0.3 63.1

Tabelle 13: Biologische Halbwertszeiten vdh'Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) in menschlichem Blutserum,
Plasma-Heparin und Plasma-EDTA (n = 2).

Die biologischen Halbwertszeiten in Serum und HiepRtasma sind nahezu identisch. Die
Halbwertszeit des’’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14)-Derivats in EDTA-Plasma ist um einen
Faktor 10 gestiegen (Tabelle 13). Da Metallopegidaim Blut vertreten sind, welche fur die
Degradierung der Bombesin-Derivate verantwortlieln skonnten, kénnte der chemische
Zusatz EDTA die Metallopeptidasen inhibieren und die erhthte Stabilitat von’Lu-
DOTA-dPEG-BN(7-14) im Serum erklaren.
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3.1.5.2. Identifizierung der Metaboliten vbiLu-DOTA-dPEG-BN(7-14) und
1" u-DOTA-dPEG »BN(7-14)

Fur die Identifizierung der Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14)-Metaboliten bzw. der
enzymatischen Spaltungsstelle wurden alle potdemigFragmente des Derivates mittels
SPPS analog zKapitel 3.1.1.synthetisiert AAV1). Jedoch wurde das Rink-Acid-Harz als
Festphase verwendet, da nach enzymatischen PdmidalVetaboliten mit einer

Carbonsaurefunktion am C-Terminus gebildet werdeiM2 ).

code Hypothetischen Metaboliten MW ESI-Ms* HPLC tF_e [rr:m]
[g/mol] [g/mol] Gradient
1 DOTA 11
2 DOTA-dPEG-OH 549.3 550.3 (100, [M+H] 1.4
3 DOTA-dPEG-GIn-OH 677.3 714.3 (21, [M+K-H] 15
4 DOTA-dPEG-GIn-Trp-OH 863.2 451.9 (100, [M+K+H) 5.7
5 DOTA-dPEG-BN(7-9)-OH 934.4 973.4 (100, [M+K} 5.5
6 DOTA-dPEG-BN(7-10)-OH 1033.5 1034.3 (34, [M+H] 6.9
7 DOTA-dPEG-BN(7-11)-OH 1090.5 1091.5 (25, [M+H] 6.4
8 DOTA-dPEG-BN(7-12)-OH 1227.6 1268.0 (12, [M+K)] 6.0
9 DOTA-dPEG-BN(7-13)-OH 1340.2 1379.0 (8, [M+K) 8.0

Tabelle 14:Analytische Daten der synthetisierten hypothetiadietaboliten.
# Beobachtete Massenpeaks, relative Signalintenkitétpretation
Gradient’: S2, G4

Da wahrend eines Serumstabilitatsexperiments Serf§en an Radiopharmakon eingesetzt
werden, die unter der Nachweisgrenze des HPLC W/Détektors liegen (ca. 1 nmol
Substanz), wurden zur Untersuchung hypothetischetabbliten die korrespondierenden
DOTA-Chelator-gekoppelten Substanzen dargesteithNMarkierung mit”’Lu lassen sich
diese mit dem deutlich sensitiveren Radioaktiviatschflussdetektor nachweisen
(Nachweisgrenze ca. 62 kBq, entspricht bei einerifipchen Aktivitat von 61.7 MBqg / nmol

Substanz etwa 1 pmol Substanz).
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Abbildung 34: HPLC-Chromatogramm der hypothetiscHéhu-DOTA-dPEG-BN(7-14)-Metaboliten
1,2,3,4,5,6, 7, 8,8eche Tabelle 14) und des intaktem Pegtldd auf der Chromolith-Saule
(S2,G4.
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Abbildung 35: HPLC-Chromatogramm der hypothetiscHéhu-DOTA-dPEG-BN(7-14)-Metaboliten und
des intakten Peptid46) bei einem langen 26 min Gradient&1(GJ).

Durch einen geeigneten HPLC-Gradientg®4) wurden die synthetisierten und’Lu-
markierten Fragmente aufgetrennt (Abbildung 34)e @hromolith-Saule §2) und der
evaluierte GradientG4) zeigen innerhalb einer kurzen Laufzeit eine gbétektivitat. Im
Vergleich zu dem ehemaligen 26 min Standardgragierf@bbildung 35) G1) auf der

Nucleosil-Saule %1) konnten nicht nur die Laufzeit verkirzt, sondeeuch die
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Trennungsparameter verbessert werden, was insgesiaiat bessere chromatographische
Trennleistung zur Folge hat.

Wird das Chromatogramm mit dem Serumiiberstand ¥dm-DOTA-dPEG-BN(7-14) (6h
Zeitpunkt) und das Chromatogramm mit allen markierthypothetischen Metaboliten
Ubereinander gelegt, lasst sich durch die Peak-Kmmg bereits eine erste Aussage Uber die

Metaboliten-ldentifikation machen.

Die Metabolitenannahmen wurden mit den Koinjektgtndien mit dem 6h-Wert des
Serumiiberstandes voH'Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) und den Markierldsungen bestétigt
(Abbildung 36).
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Abblidung 36: HPLC-Chromatogramm vort’’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (A) nach 6 h Inkubation im
menschlichen Serum (1), Koinjektion der LésuH§_.u-DOTA-dPEG-GIn-OH (D) und der
Loésung | (I1), Koinjektion der Lésuny 'Lu-DOTA-dPEG-GIn-Trp-OH (C) and der Lésung |
(1), Koinjektion der Lésung’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-12)-OH (B) und der Lésung | (V).

Somit konnten die enzymatischen Spaltungsstellen ¥dLu-DOTA-dPEG-BN(7-14)
identifiziert werden (Abbildung 37).

3.(D) 2.(C) 1.(B)

177 u-DOTA---dPEG ,---GIn--Trp--Ala--Val--Gly--His--Leu--Met--NH,

Abbildung 37: Die drei enzymatischen Spaltungsorte des radioerdek DOTA-dPEGBN(7-14).
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Da die dPEG Analoga signifikant unterschiedliche Serumstadiéih aufweisen, wurde die
Ursache der Halbwertszeit-Abweichungen untersucWei Hypothesen wurden aufgestellt:
Erstens kénnte die Spacerlange einen Einfluss iaugrtzymatischen Spaltungsstellen haben,
wodurch unterschiedliche Peptidasen bei der Zarsgtinvolviert sein kénnten. Zweitens
konnten durch die variierende Spacerlange die geald/erbindungen in wassriger Losung
in verschiedenen Konformationen vorliegen, wodutmdstimmte Strukturen resistenter
gegeniber Proteasen sind.

Um die erste These zu uUberprufen, wurde ein zwelRESG-Analogen, jedoch mit einem
langen Spacer ausgewahlt, namlti_u-DOTA-dPEG-BN(7-14), um die enzymatische
Spaltungsstelle zu verifizieren.

Fur dieses Experiment wurden nur die in Frage kontee Metaboliten von DOTA-dPE&

BN(7-14) synthetisiert 136, 137. Diese wurden nach dem gleichen Schema gemass
AAV1/AAV2 hergestellt (Tabelle 15).

code Hypothetischen Metaboliten MW ESI-Ms* HPLC t_R [(min]
[g/mol] [g/mol] Gradient
10 DOTA-dPEG,-OH 1003.5 1042.8 (23, [M+K] 3.1
11 DOTA-dPEG,-GIn-OH 1131.6 1170.6 (18, [M+K] 25
12 DOTA-dPEG-GIn-Trp-OH 1317.7 1356.4 (36, [M+K] 6.4
13 DOTA-dPEGBN(7-11)-OH 1544.8 1584.4 (22, [M+K)] 6.8
14 DOTA-dPEG»BN(7-12)-OH 1681.9 1720.7 (10, [M+K)] 6.2

Tabelle 15:Analytische Daten der synthetisierten hypothetiaddetaboliten.

# Beobachtete Massenpeaks, relative Signalintenkitétpretation
Gradient +52, G5

Anhand der sechs synthetisierten hypothetischenathdditen von'’’Lu-DOTA-dPEG -
BN(7-14) wurde der Gradient evaluiert (Abbildung.38
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Abbildung 38: HPLC-Chromatogramm von sechs potentiefighu-DOTA-dPEG ,-BN(7-14)-Metaboliten
(1, 11, 13, 14, 150nd dem intakten Pept{d9) auf der Chromolith-Saules@,GH5.

Es wurde nur noch ein Koinjektionsstudium durchefi{Abbildung 39), wobei der 48 h
Serumiiberstand voh'’Lu-DOTA-dPEG »BN(7-14) mit den hypothetischen Metaboliten

koinjiziert wurde.

Abblidung 39: HPLC-Chromatogramm vol’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (A") nach 48 h Inkubation im
menschlichen Serum (1), Koinjektion der Lésuht.u-DOTA-dPEG.-GIn-OH (D’) und der
Loésung | (I1), Koinjektion der LésunY Lu-DOTA-dPEG-GIn-Trp-OH (C’) and der Lésung |
(1), Koinjektion der Lésund’Lu-DOTA-dPEG -BN(7-12)-OH (B’) und der Lésung | (1V).

Das Chromatogramm zeigt eine gute Kongruenz derksPeavischen den in Serum
entstandenen *’Lu-DOTA-dPEG»BN(7-14)-Metaboliten und den  koinjizierten,

synthetisierten potentiellen Metaboliten. Dies zetigass die Spacerlange keinen Einfluss auf
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eine differenzierte enzymatische Degradierung deE@-Analoga hat. Man kann davon
ausgehen, dass die Analoga, unabhangig vom Spareden gleichen Peptidasen Z(Lu-
DOTA-dPEG-GIn, '"Lu-DOTA-dPEG-GIn-Trp und '"Lu-DOTA-dPEG-BN(7-12)
metabolisiert werden. Um dies zu bestatigen, wurdBunkt 3.1.5.4 die Kinetik des Zerfalles
untersucht.

Die zweite Hypothese wird unter 3.1.6. Circulardastmus behandelt.

3.1.5.3. Blockierungsversuche der Peptidasen dumtérschiedliche Inhibitoren anhand
von*""Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14)

Da "Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) eine kurze biologische Halbwertszeit i®#+0.8 h zeigt,
wurden wéahrend der Serumstabilitétstests bestimimkgbitoren zur Inkubationslésung
gegeben, einerseits um den Zersetzungsprozess rlanggamen und anderseits, um die
beteiligten Peptidasen zu identifizieren.

Viele natirlich vorkommende Peptide (Substanz Ryrdtensin, Met- und Leu-Enkephalin)
werden von Enzymen an der Position hydrophober Asdioren gespalten. Verantwortlich
daflr ist meistens das Metallenzyrautral endopeptidase 3.4.24.(NEP, neprilysin, CD10,
zinc metallopeptidase), das beispielsweise im Radle Enkephalin die Bindung Giyhé
spaltet 138, 139. Da NEP als Enzym an der Kontrolle des Zellwaamst beteiligt ist und
bei bombesinghnlichen Peptiden die Positionerf?tisu™® und Trj-Ala® spaltet, wurde die
These aufgestellt, dass NEP ebenfalls verantwbriicfir die enzymatische Zersetzung von
" u-DOTA-dPEG-BN(7-14) (136-139.

Um diese These zu stiitzen, wurde das Serumsteghigeriment mit’’Lu-DOTA-dPEG-
BN(7-14) unter Zugabe des NEP-Inhibitors Phosphatamwiederholt. Die Serumstabilitat
(t, = 10.2+0.2 h) wurde jedoch nur um den Faktor zvegbessert, was einen Grund in der
niedrigen Konzentration des Enzyms in menschlict&enum haben konnte, da NEP ein
zellmembran-assoziiertes Enzym ist und kaum im eldichen Serum vertreten isi40).
Damit ist die Wahrscheinlichkeit gering, dass dagyin NEP fur die Metabolisierung von
17 u-DOTA-dPEG-BN(7-14) verantwortlich ist.

Deshalb wurde der Fokus auf dasgiotensin converting enzyn@CE, EC 3.4.15.1), eine
Dipeptidyl-Carboxypeptidase gerichtet, die veramtiah ist fur die Inaktivierung von
amidierten Peptiden wie Substanz P und Bombegid)(Bombesin und Substanz P haben
die gleichen zwei Aminosauren Leu und Met am C-Tieus: Skidgel et alhaben gezeigt,
dass ACE die Hydrolyse an der &lyeu'%Bindungsstelle des Peptides Substanz P initiiert
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(142). Basierend auf dieser Tatsache wurde angenomass, ACE auch die Bindungsstelle
His'*Leu™® von *"Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) hydrolysieren wiirde. Somit wurde das
Serumstabilitatsexperiment mit’’'Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) und der Zugabe von
Captopril, einem ACE-Inhibitor, durchgefuhrt, wobeine signifikante Stabilisierung des
Peptides beobachtet wurde. Die biologische Haltszeit von*'Lu-DOTA-dPEG-BN(7-
14) wurde vonit = 5.7+0.8 h auf.f = 29.7+1.5 h gesteigert, was einem Faktor von6ca.
entspricht. Wurde der Inhibitionsversuch mit degighen Stoffmenge EDTA durchgefihrt,
ein Chelator welcher bekannt ist fir die Inhibitieon Metallopeptidasen, so resultierte eine
ahnliche Stabilisierung +t = 28.0+2.4 h) des Radiopharmakons im Blutserum wmié
Captopril.

Die These, dass ACE fur die Degradierung von Bomb@srivaten mit der Sequenz BN(7-
14) verantwortlich ist, wurde durch das Stabilisregsexperiment mit Captopril bestatigt.

3.1.5.4. Kinetik der enzymatischen DegradierungVd_u-DOTA-dPEG-BN(7-14)
und*"Lu-DOTA-dPEG »BN(7-14)

Die Abbildungen 40 und 41 zeigen den enzymatisohlebau in menschlichem Blutserum
von*"Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) respektive vol Lu-DOTA-dPEG »BN(7-14).

Abbildung 40: HPLC-Analysen der Serumstabilitiat voriLu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (A) nacht =0, 1, 2, 4,
8, 24, 48, 96 h. Drei Metabolitel’Lu-DOTA-dPEG-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-OH (B),"""Lu-
DOTA-dPEG-GIn-Trp-OH (C),}"Lu-DOTA-dPEG-GIn-OH (D).
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Abbildung 41: HPLC-Analysen der Serumstabilitat vbriLu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (A’) nach t = 0, 4, 8,
24, 48, 96, 192 h. Drei MetaboliteH’Lu-DOTA-dPEG -GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-OH (B’),

YLu-DOTA-dPEG,-GIn-Trp-OH (C’),*"Lu-DOTA-dPEG »-GIn-OH (D’).

Daraus resultiert die Kinetik des metabolischen @lsh(Abbildung 42 und 43).
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Abbildung 42: Kinetik des Abbaus vol ‘Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (A) in humanem Blutserum
unter Bildung der Metaboliten B, C, D (n = 3).
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Abbildung 43: Kinetik des Abbaus vot ‘Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (A") in humanem Blutserum
unter Bildung der Metaboliten B’, C’, D’ (n =.3)

Es scheint, dass die Peptide einem leicht untexdtibihen Abbaumechanismus folgen und

dass vielleicht noch weitere Peptidasen fur didtiagerung der Peptide verantwortlich sind.

Um dies zu verifizieren wurden Serumstabilitdtseixpente der synthetisierten Metaboliten
" u-DOTA-dPEG-BN(7-12), *"Lu-DOTA-dPEG-GIn-Trp (Abbildung 44) und'”’Lu-
DOTA-dPEG»BN(7-12), *"Lu-DOTA-dPEGGIn-Trp (Abbildung 45) durchgefiihrt und

ebenso in einem Kurvendiagramm der Abbau bzw. dauBg der Metaboliten dargestellt.
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Abbildung 44: (links) Abbau des synthetisierten Metaboliten {B)u-DOTA-dPEG-BN(7-12)

in humanem Serum (n = 2),

(rechts) Abbau des synthetisierten Metaboli@ ('Lu-DOTA-dPEG-GIn-Trp

in humanem Serum (n = 2).
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Bei der Stabilitatsstudie volf'Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) erkennt man in Abbildung 44
(links) einen schnellen Abbau des synthetisiertagiaidoliten B, wobei simultan Metabolit C
und Metabolit D zu jeweils ca. 50% gebildet werdBres deutet auf zwei unterschiedliche
Peptidasen hin, welche fur die Inaktivierung vomeBantwortlich sind. Der Metabolit D wird
ebenso aus dem Metabolit C sehr langsam gebildetesvin der Abbildung 44 (rechts) zu
sehen ist. Nach Interpretation der abgebildetenrEiy folgt die Metabolisierung vori’Lu-
DOTA-dPEG-BN(7-14) nach dem folgenden Mechanismus:

kz ~

Im Falle von *Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) ist einen etwas langsameren Abbau des
synthetisierten Metaboliten B’ zu beobachten, wabristarker Anstieg des Metaboliten C’
zu erkennen ist (Abbildung 45, links).
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Abbildung 45: (links) Abbau des synthetisierten Metaboliten)(B'Lu-DOTA-dPEG -BN(7-12)
in humanem Serum,

(rechts) Abbau des synthetisierten Metaboli@h t''Lu-DOTA-dPEG-GIn-Trp
in humanem Serum.




3. Resultate und Diskussion 67

Der Metabolit D’ wird erst nach 4 h generiert, ndem bereits Metabolit C’' gebildet wurde
(Abb. 45, links). Dies deutet auf eine naturlichiedee Abbaureaktion hin. Die Annahme wird
durch das nachste Serumstabilitdtsexperiment dethedisierten Metaboliten C’ erhartet
(Abbildung 45, rechts), bei dem das Abbauproduktaidelit D’ sich in identischerweise wie
unter dem experimentellen Bedingungen beim Abbau ¥4 u-DOTA-dPEG-BN(7-12)
(Metabolit B’) gebildet hat. Dabei entspricht deurdenverlauf der Zunahme des Metaboliten
D’ in Abbildung 45 (rechts) anndhernd dem Kurveteugrin Abbildung 45 (links).

Der Abbau von’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) folgt somit einer irreversiblen konseketn

Reaktion erster Ordnung.

Ky K, '
A —» B —% ek, p
ke >ki >ks

Es liegen zwar unterschiedliche Abbaumechanismen' Yau-DOTA-dPEG-BN(7-14) und
" u-DOTA-dPEG»BN(7-14) vor, jedoch sieht es danach aus, als &b erste
Metabolisierung, welche die massgebende fir di¢opieche Halbwertszeit ist, durch die
gleiche Peptidase hervorgerufen wird.

3.1.6. Circulardichroismus

Da bei den Serumstabilitatsexperimenten keine eiigie Erklarung fur die verschiedenen
biologischen Halbwertszeiten gefunden wurde, wurdke Konformationsunterschiede
innerhalb der analogen Verbindungen untersucht.

Nicht nur die Primarsequenz des Peptides, sondmimde Konformation spielt eine Rolle in
der enzymatischen Stabilitat. Biologische Enzynmel Siehr spezifisch und hydrolysieren nur
diejenigen Peptide, welche die entsprechende Sequeth auch die richtige Konformation
haben.

Um die Sekundérstruktur aufzukldren, wurden Cinalihroismus (CD)-Studien déf'Lu-
DOTA-dPEG-BN(7-14)-Analoga durchgefiihrt (Abbildung 46). D@D-Spektren geben
Aufschluss Uber die Beeinflussung der dPEG-Landeli@uKonformation der Peptidsequenz
BN(7-14).
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Abbildung 46: Circulardichroismus (CD) Spektren: Messungen béC3durchgefiihrt fuP*Lu-DOTA-
dPEGXx-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24), iM in 0.01 M phosphate buffer (pH 7.4). Die
Kurven sind die Mittelwerte von 3 unabhangigen Mesgn.

Das CD-Spektrum vori®Lu-DOTA-BN(7-14) (Abbildung 46) zeigt eine starkegative
Bande (n ->1) bei 198 nm und eine schwache positive Bande>(r') bei 228 nm, was
charakteristisch ist fiir eine ungeordnete Struktandom coi). Wird das Spektrumi*Lu-
DOTA-dPEG4+BN(7-14) interpretiert, so ist ein deutlicher Ursiehied zum Spektrum von
"2 u-DOTA-BN(7-14) zu erkennen. Die Intensitat degativen Bande bei 198 nm nimmt
signifikant ab, wahrend die positive Bande bei B&8 einen negativen Charakter bekommit,
was einen Hinweis auf die Prasenz woielix oder B-Faltblatt gibt. Zuséatzlich ist eine

negative Schulter bei 211 nm hinzugekommen.

Substanz %
a-helix B-sheet  B-turn random coil NRMSD

"Lu-DOTA-BN(7-14) 0.0 19.4 11.2 69.4 0.009
"Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) 0.0 28.6 14.3 57.1 0.012
"Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) 1.0 29.6 16.3 53.1 0.015
"Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) 1.0 27.8 15.5 55.7 0.017
"Lu-DOTA-dPEGBN(7-14) 0.0 33.0 18.6 48.4 0.017
"Lu-DOTA-dPEG4BN(7-14) 1.0 41.2 22.3 35.5 0.030

Tabelle 16:Sekundarstrukturen vdALu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24). Berechnung durc
gefiihrt durch DICHROWEB web Server, CDSSTR-MethddRMSD-Wert gibt uns die Qualitat
der Anndherung an. Ein NRMSD-Wert < 0.1 ist eguée Anndherung.
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Werden die CD-Spektren durch den DICHROWEB-web-&eKalkulator auf die
Sekundarstruktur analysiert (Tabelle 16), so erkanan bei steigender Spacerlange eine
kontinuierliche Steigerung d@rFaltblatt- und3-Drehung-Struktur, wahrend deandom coil
Charakter abnimmt. Eine-Helix-Struktur konnte bei keinem der sechs Analtegigestellt
werden.

Falls es eine Korrelation gibt zwischen enzymatscBtabilitat und der Sekundéarstruktur,
dann lasst sie sich so interpretieren, dass eipgd3equenz mit einem hoh@rFaltblatt und
einem kleinerrandom coitAnteil eine ideale Sekundarstruktur besitzt, urmyemesistent zu

sein.

3.1.7. Internalisierung & Externalisierung
3.1.7.1. Internalisierung

Als Vorversuch wurde die Stabilitdt der dPE&halogen in 1% FCS-Medium Uberprift, um
mogliche Zersetzungen der markierten Substanzerthdulas Medium wéhrend der
Internalisierung auszuschliessen. Alld_.u-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24)
sind bis zum Zeitpunkt 24 h im 1% FCS-Medium stabil

Substanz Rate [%]

Y u-DOTA-BN(7-14) 0.1+0.1

Y u-DOTA-dPEG-BN(7-14) 20.1+2.2
1 u-DOTA-dPEG-BN(7-14) 31.4+1.6
1 u-DOTA-dPEG-BN(7-14) 33.8+1.7
1 u-DOTA-dPEG-BN(7-14) 30.7+0.6
1 u-DOTA-dPEG,BN(7-14) 26.2+2.4

Tabelle 17: Internalisierungsraten voH’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24) in 1 Mio PC-3
Zellen und der Konzentration von 0.25 pmol/180(n = 4).

Die in der Tabelle 17 dargestellten 6 h-Werte dal@gen Verbindungen zeigen alle eine
rezeptorspezifische Internalisierung, mit einem ellnhicht-spezifischer Internalisierung <
2%. Das Peptid’'Lu-DOTA-BN(7-14) mit der niedrigsten Bindungsaffi#i zeigt keine

Internalisierung.
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Abbildung 47: Rezeptorspezifische Internalisierungskurven Ydmu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6,
12, 24) (n = 4).

Eine rasche Internalisierung wurde beim dRB@alog beobachtet, mit einem Plateau bereits
nach 1 h (Abbildung 47). Ein Analog mit einem lang8pacer wi€'’’'Lu-DOTA-dPEG4
BN(7-14) zeigt dagegen eine langsame Internalisggravobei das Plateau nach 6 h noch
nicht erreicht wurde. Der héchste Internalisierumgys mit 33.8% wurde beim Pepttd’Lu-
DOTA-dPEG-BN(7-14) erzielt. Analoga mit kirzerer bzw. lange6pacerlange als dPEG

zeichnen sich durch tiefere Internalisierungsraies

3.1.7.2. Externalisierung

Die Externalisierungsrate voH'Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 2, 4, 6, 12, 24) wurde
ebenfalls in PC-3 Zellen untersucht. Zur Bestimmwngde die Internalisierung nach 2 h
abgebrochen, ein Mediumwechsel durchgefihrt undAdéeil der verbliebenen Aktivitat in
der Zelle mittelsy-Counter gemessen (Abbildung 48). Nach 2 h wurdsdklgsive '’"Lu-
DOTA-dPEG4+BN(7-14)) durchschnittlich 35% der Radiopeptidesgeschieden. Eine
signifikante Abweichung wurde im Falle vOflLu-DOTA-dPEG4BN(7-14) festgestellt, das
nach 2 h zu 49.6x1.2% aus der Zelle ausgeschiedesew
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Abbildung 48: Externalisierungsraten vdh’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24) nach 2h

Internalisierung. Mittelwerte aus 2 unabhangigeperimenten.

Die externalisierten Fraktionen voh'’Lu-DOTA-dPEGBN(7-14) und *""Lu-DOTA-
dPEG-BN(7-14) wurden mittels HPLC qualitativ analysieDie aus den PC-3-Zellen
sezernierte Radioaktivitat (Zeitpunkt 45 min) beitiéten 27.4+7.2% intakté$’Lu-DOTA-
dPEG»BN(7-14) und 13.3+0.6% intakté§'Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14).

i 19
Ll Messbollt
\ |
‘ Metabolit j‘
i " } |
l | 1‘1 H
f |
i
‘\ it I ‘\1
W A ol
(| 16 [l Vol
- 1 |
I ‘\ | l\ [ | |
| |
|
1 \ \(\;’V\ i 3\ )\w\ [ &‘,r\ | \‘\ |
A | Al i W v A L/ VA M, §
f "\ oA ‘/’ L n o i) J p i ff Wl ﬂ\/‘\f\ A wm 14 W, J N/ \’f-\N‘ |
W\jl AL et Y W MJ‘V Loy "’W“ L il »\‘ ‘kaﬂw A \ ‘”M‘W " N ol
TCHJ\}' V\“‘/ﬁv/\/n“’VN\»’J “V’ V\PN mﬂﬂ\v/‘m v \u”/ RU\ Wy V'M\“JJ V( W Jclijz \"‘v’v . v UU l‘y‘ ‘W\w\
! —7 g T 11 Y AR S e | s e S A . -7 L
71 2 3 45 6 7 8 9 10111213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 min Tl 2 3 4 5 67 8 9 {011 1213141516 17 18 19 20 21 22 23 24 min

Abbildung 49: HPLC-Chromatogramm der Externalisierungsfraktionem Zeitpunkt 45 min,
(links) intaktes Radiopeptid’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (16) und der gebildete Metabolit,
(rechts) intaktes RadiopepfitlLu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (19) und die gebildeten
Metaboliten.

Die lysosomalen Enzyme zersetzen somit die Pepgdeits nach 45 min zu >75%, wobei die

Substanz mit dem langeren Spacer gegenuber denogomalmit dem kirzeren Spacer
stabiler ist.
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3.1.8. Bioverteilung

Die Tabelle 18 zeigt die Bioverteilung aller Bominesaloga in Nacktmausen. Der hochste
Tumoruptake wurde nach 4 h von der Substdiz1-DOTA-dPEG-BN(7-14) gefunden.
Der Tukey’s post-test fiir individulle Gegeniibetstegen zeigt eine signifikant hohereLu-
DOTA-dPEG »BN(7-14)-Aufnahme im Tumor im Vergleich 24’'Lu-DOTA-dPEG-BN(7-
14) und*""Lu-DOTA-dPEG4+BN(7-14) (P < 0.01). Die gleichen Verhaltnisse dem im
Pankreas und in der Nebenniere (P < 0.05) beoltachte

Alle dPEG-Verbindungen zeigen bereits nach 4 h eine rasamvAschung aus dem Blut
(0.01 — 0.03% ID/g). Die Hypothese, durch den dPEfacer eine hydrophile Verbindung
herzustellen, welche langer in der Blutbahn zieu)i wurdein vivo nicht bestatigt. Die
hydrophile Komponente ist dafiir verantwortlich, SiSLu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 2,
4, 6, 12, 24) schneller renal ausgeschieden wipde.maximale Nierenuptake mit < 2.5%
ID/g Gewebe lag relativ niedrig. Die hochsten TurmofNieren-Verhdaltnisse wurden mit
1" u-DOTA-dPEG »BN(7-14) mit 2.4 respektivé’Lu-DOTA-dPEGBN(7-14) mit 2.8
gefunden.

Die Blockierexperimente "®Lu markierte Liganden in einem 1600-fachen Ubersshu
reduzierten den Tumoruptake um 74 - 86%, wobei Nierenuptake nicht beeintrachtigt
wurde. Die Aufnahme in anderen GRP-R-positiven Gmmewie Pankreas, Nebenniere,
Darm, Milz oder Magen konnten ebenfalls gut blogkieerden.

Eine Korrelation zwischen dem Tumor- bzw. Pankrpteke und der Bindungsaffinitat
respektive den Serumstabilitaten ist zu erkennemvadl *"'Lu-DOTA-dPEG4BN(7-14)
eine hohe enzymatische Stabilitat im Blutserum aigty hat die niedrige Bindungsaffinitat
der Verbindung zum GRP-R eine negative Auswirkuafjdeen Tumoruptake bzw. GRP-R-
exprimierendem Gewebe (Organe).
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Organ Zeitpunkt dPEG;, dPEG;» dPEG,, P
(% ID/g) (% ID/g) (% ID/g)

Blut 4h 0.04+0.01 0.09+0.06 0.03+0.01 00202 0.03+0.03 0.65
4 h block. 0.03+0.00 0.01+0.00 0.02+0.00 0.01 +0.00
24 h 0.00 +0.00 0.00+0.00 0.01+0.00 0.01.00

Mager 4h 0.37+0.04 0.87+0.19 0.94+0.18 0.9230. 0.56+0.27 0.001
4 h block. 0.06 +0.03 0.08+0.01 0.09+0.01 0.07 £0.04
24 h 0.16 £ 0.05 0.27+0.05 0.38+0.07 0.2Z806

Niere 4h 1.66+063 242+0.31 1.92+0.41 24060 1.20+£0.29 0.0009
4 h block. 2.97+0.19 1.65+0.15 2.71+0.61 2.21+0.36
24 h 1.30+0.20 0.83+0.10 1.36+0.14 0.9806

Darm’ 4h 1.13+0.14 263+0.16 2.33+0.93 1.92%40. 1.39+0.58 0.002
4 h block. 0.12+0.01 0.24+£0.02 0.27 £0.05 0.19+0.03
24 h 0.47 £0.01 0.54+0.19 0.77+0.27 0.6205

Pankreas 4h 10.84 £ 1.59 26.53+6.9 28.08443 16.78+4.12 <0.0001
4 h block. 0.36+0.03 0.69+0.02 0.59+0.06 0.51+0.1
24 h 3.30+0.57 6.45+0.41 13.76+0.81 122740

Milz " 4h 056+0.22 1.35+057 1.90+0.39 1.00H80. 0.84+0.18 0.013
4 h block. 0.11+0.01 0.10+£0.01 0.13+0.04 0.11+0.03
24 h 0.26 £0.11 0.31+0.19 0.51+0.04 0.37w

Leber 4h 0.10+£0.03 0.11+0.03 0.07+0.08 @&IR0O3 0.10£0.04 0.09
4 h block. 0.28+0.04 0.11+0.01 0.19+0.05 0.12+0.03
24 h 0.06 +0.01 0.04+0.00 0.05+0.01 0.8

Muskel 4h 0.05+0.04 0.03+0.02 0.07+0.02 50:0.01 0.06 £0.02 0.82
4 h block.  0.02 +0.02 0.01+£0.01 0.03+0.01 0.02 £0.02
24 h 0.00 £ 0.00 0.00+0.00 0.02+0.01 0.GB

Tumor’ 4h 206+053 431+063 4.21+0.84 566#2. 3.37+047 <0.0001
4 h block. 0.54+0.07 0.81+0.01 0.82+0.32 0.79+0.11
24 h 1.31+0.32 1.76 £+0.25 3.82+0.57 1.61530

Lunge 4h 0.08 £0.02 0.07+0.01 @&@02 0.13+0.07 0.10
4 h block. 0.13+0.04 0.13+0.03 0.18+0.02 0.24+£0.11
24 h 0.01£0.01 0.03+0.00 0.04+0.00 0.0805

Herz 4h 0.04+0.03 0.05%+0.03 0.04+0.04 &@03 0.04 +0.06 0.18
4 h block. 0.02+0.01 0.02+0.00 0.03+0.01 0.03+0.01
24 h 0.01 £0.01 0.00+0.00 0.02+0.01 0.G4BG3

Nebennieré 4 h 455+1.78 7.91+241 8.86+226 8.26851. 3.06+0.88 <0.0001
4 h block.  0.20 +0.02 0.37+0.05 0.38+0.12 0.32+0.12
24 h 2.29+0.10 3.87+0.27 3.98+0.21 2.1830

Knochen 4h 0.22+0.13 0.37+0.08 0.31+0.1133@&0.25 0.43+0.29 0.18
4 h block. 0.11+0.12 0.02+0.00 0.07+0.04 0.05 +0.06
24 h 0.09 +0.05 0.11+0.08 0.17+0.03 0.4109

Verhaltnis (4h)

Tumor/Muskel 41 113 56

Tumor/Blut 52 142 112

Tumor/Leber 21 47 34

Tumor/Niere 1.2 2.4 2.8

Tabelle 18:Bioverteilung vort’’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24) in PC-3 tragende
Nacktmause. Es wurden pro Zeitpunkt zwischendBNacktmause verwendet.
T Organe, die GRP-R exprimieren; *: blockiert mit demsprechenden unmarkierten Analog (16 nmol).
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3.2.  Gegeniiberstellung des neu entwickelten Agorest®*™Tc-Cyclam-
ahx-BN(7-14) und dem bekannted*in-DOTA-ahx-BN(7-14)

3.2.1. Synthese von Cyclam-ahx-BN(7-14) und DOTAR&-BN(7-14)

Das Peptid der Sequenz Fmoc-ahx-BN(7-14) wurdeimer &ink-Amid-MBHA-Festphase
und mit Hilfe des semiautomatischen Peptidsyntieesizind der Fmoc-Strategie aufgebaut
(AAV1).

Das Harz wurde einerseits fur die konventionellgplang des Chelators DOTA(tBuyind
anderseits fur die Kopplungsversuche des neuartigakrozyklischen Amin 6-Carboxy-
1,4,8,11-tetraazacyclotetradecan (C-Carbonsauré&a@ywerwendet.

Unter den gleichen Konditionen wie die DOTA(tBWopplung wurde Carbonsaure-Cyclam
vor der Kopplungsreaktion mit HATU aktiviert. Na@4 h Reaktionszeit wies der Kaiser-
Test durch eine starke blauviolette Verfarbung enk unvollstdndige Reaktion hin. Eine
zusatzliche Temperaturerhohung der Reaktion aut 60hrte zu keiner Anderung. Die ESI-
MS-Analyse der Probeabspaltung bestatigte die Rasutles Kaiser-Tests, wobei nur das
Molekulion des Eduktes und nicht dasjenige des lkies im Spektrum zu erkennen war.

Da das Reagens HATU eine schnelle und selektivepkiog ermdglicht und gegentber
anderen Kopplungsreagenzien tberlegen ist, wurdautet, dass nach der Aktivierung des
Cyclam-Chelators zwischen der aktivierten Carboxgge und den ungeschitzten
sekundaren Aminogruppen des Cyclamringes eine Dsmeaing oder auch Polymerisierung
des Chelators erfolgt. Deshalb wurde eine sanfi&kéivierung gewahlt, wobei die
Reagentienkombination DIC/HOBt verwendet wurde. Biste Probeabspaltung zeigte nach
12 h bereits eine 75%ige Umsetzung des EduktesPnadukt. Nach weiteren zwei Tagen
Reaktionszeit fiel der durchgefiihrte Kaiser-Test moch zu 10% positiv aus. Die Reaktion
wurde abgebrochen und das Harz zuerst fur 1.5 hdand nochmals fir 0.5 h mit frischer
Abspaltldsung behandelt. Nach Reinigung und Lyagkilung wurde eine Cyclam-ahx-
BN(7-14) Ausbeute von 19.0% erreicht (Tabelle 19).

Die Synthese von DOTA-ahx-BN(7-14) ergab nach Aligpg, Entschitzung und Reinigung
eine Ausbeute von 17.0% (Ausbeute basierend auéidgesetzten Peptidstoffmenge Fmoc-
BN(7-14)-Harz bzw. gemessene Stoffmenge bei dercFtispaltung) (Tabelle 19).
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MW ESI-MS* HPLC tr [min]
code Substanz . . )
[g/mol] [g/mol] G G Reinh. [%]  Ausbeute [%]
23  DOTA-ahx-BN(7-14) 1438.7 1439.8 (31, [M+H]) 16.3 20.5 > 96 17.0
24  Cyclam-ahx-BN(7-14) 1278.7 1280.0 (13, [M+H]) 16.3 19.2 > 96 19.6

Tabelle 19:Analytische Daten der synthetisierten Verbindungan24
# Beobachtete Masse, relative Signalintensitégrpretation
G:S1,G1
G":S1,G2

Die genaue Stoffmenge der Peptide wurde durch N&VI$-Spektroskopie AAV7)
bestimmt und anschliessend als Stammlosung floa&tve Markierungen verwendet.

3.2.2. 9°™Tc Markierexperimente mit Cyclam-ahx-BN(7-14)

Da bislang in der Literatur nur wenige Arbeiten ZUf'Tc-Markierung von Cyclam
verdffentlicht sind, wurde die®™c-Markierung mit Hilfe von Arbeitsvorschriften zu
Markierungen von azyklischen bifunktionellen Chetan evaluiert und optimiert.

Nach Nock et al.kann ein azyklischer Chelator in Phosphatpuffard¢ 11.5 und unter
Zusatz von 0.1 M Natriumcitratlésung, frisch hetgéter Zinn(ll)-Chlorid-Losung in
Ethanol und "TcO,]” Aktivitat innerhalb von 30 min bei RT fast vollstiig komplexiert
werden 47). Citrat, ein Transferligand bzw. schwachen Hidfahden wie Gluconat, wird fur
die Stabilisierung der entstandenen Oxidationsstlific(V) durch eine intermediare
Komplexbildung vor?®™Tc(Citrat) verwendet, da Tc(V) sich zu dem sehrtere[Tc(IV)O],
(kolloidales Technetium) weiter reduzieren lassblfdung 50). Das schnell gebildete
Intermediat ist einerseits in wassriger Losungistaid anderseits labil genug, um mit einem

azyklischen Chelator durch Ligandenaustausch etailerer?®™Tc(V)-Komplex zu bilden.

99mTC(V)O3+ W
rl2+

S
PMTe(VINO, —— oder

99MT¢(V)-Komplex

99m'|'c(v)02+ Sré*
[™Tc(IV)O,l,

Abbildung 50: Reduktion von{™TcQ,]" (143).




3. Resultate und Diskussion 76

In ersten Markierversuchen wurde nach Vorschrift Wock et al.verfahren, welche nach
Inkubation fir 30 min bzw. 60 min bei RT zu Auskerutvon 87.9% und 95.3% flhrten
(Abbildung 52, rechts). Die Markierausbeute®afrc-Cyclam-ahx-BN(7-14) nahm nach 6 h
bereits wieder auf 85.9% ab, was moglicherweise eané Dekomplexierung durch den

Transferliganden voff™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) zuriickzufiihren ist.

Da Transferliganden nicht immer zum Einsatz komm@®23, 144, wurden **"Tc-

Markierungen auch ohne Zusatz von Transferliganogarsucht.

Um bei der®™c-Markierung von Cyclam-ahx-BN(7-14) eine Optimieg zu erreichen,
wurden verschiedene Reaktionsparameter wie zum piBeisder pH-Wert, die
Reduktionsmittelmenge und die Transferligandenmengersucht. Konstant gehalten wurde
die Aktivitatsmenge von etwa 200 MBq und die Papedge von 2@g (15.6 nmol) Cyclam-
ahx-BN(7-14). Bei den durchgefiihrten Markierungetrdg somit die spezifische Aktivitat
3.1 MBg/nmol (Verhéltnis Peptid®™Tc = 1'500 : 1). Fur die Herstellung der Zinn(ll)-
Chlorid-Lésung wurden Zinnchlorid-Kristalle untereirter Atmosphéare in absolutem Ethanol
gelost.

Zur Bestimmung der radiochemischen Reinheit V8ATc-Cyclam-ahx-BN(7-14) wurden

sowohl HPLC- wie auch ITLC-Analysen angewendet:

1. Mittels HPLC-System und der RP-Sau®2( wurde **™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) von
9MrcO, und*™egluconat/citrat getrennt.

2. Die ITLC-Analysen wurden hauptsachlich zur Detektides Kolloides®™™c(1V)O;
angewendet, welches als schwerldsliches Polymdiegor(Abbildung 51, Kolloid auf
Bahn B (1), und zwar auf der Grundlinie zu seh&a). einer HPLC-Analyse bleibt das
Polymer {°"Tc(1V)O,), auf der RP-G-Saule adsorbiert, wobei dies nicht quantitativ

bestimmt werden kann.
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d ) ‘ g 1
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Abbildung 51: ITLC-Platte: (A)**™TcOy, (B) **™TcO, und SnCl (pH 11), (C)**"TcO,, SnCh und Na-Citrat
(pH 11), (D)**™TcO,, SnCh, Na-Citrat und24 (pH 11), (E) Markierung nacNock et al,
(F) Markierung nach eigener Vorschrift. (1) Katlg®*™c(IV)O,),, (2)*°*™TcO,
bzw.2*™T¢(Citrat), (3)**™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14).

Um die Markiergeschwindigkeit zu erhohen, wurderle aMarkierserien bei 95°C
durchgefuhrt. In der ersten Serie von Markierungeinde der pH-Wert des Phosphatpuffers
(Nock et al) variiert und neben 50g SnC}-2H,O auch 5ul 0.1 M Natriumgluconatldsung

zur Markierlésung hinzugegeben.

HPLC-Ausbeute ITLC
Puffer % %
"Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14)  "Tc¢(IV)O,
pH 5 0.0% 100.0%
pH 7 0.1% 86.3%
pH 9 11.2% 45.9%
pH 11 6.6% 1.1%

Tabelle 20:HPLC-Markierausbeuten vofi™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) und ITLC-Kolloidausbeuteri be
verschiedenen pH-Werten.
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Wie in Tabelle 20 zu sehen ist, nimmt der Techmediioxidanteil bei héherem pH-Wert bzw.

unter basischen Bedingungen ab. Die Markierausheatelieren dazu, bei einem hohen pH-
Wert besser zu sein.

In der zweiten Serie von Optimierungsversuchen emifgei pH 11 unterschiedliche Mengen
Na-Gluconat eingesetzt (Tabelle 21).

Na-Gluconat HPLC-Ausbeute ITLC
™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14)  *™c(IV)O,

5l 0.7% 4.7%
2l 11.3% 2.9%
1l 19.6% 4.0%

52.8% 5.4%

Tabelle 21:HPLC-Markierausbeuten vafi™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) und ITLC-Kolloidausbeuteri be
verschiedenen Na-Gluconatmengen.

Der Technetiumdioxidanteil bleibt in allen Losungeiedrig und die Markierausbeute steigt
mit sinkender Gluconatmenge an. Das Intermedi&Tc(Gluconat) ist gegeniiber dem
Cyclam Chelator zu inert, wobei eifil@Tc-Markierung von Cyclam-ahx-BN(7-14) ausbleibt.
In der dritten Serie wurde bei pH 11 und ohne Zusan Na-Gluconat eine variable Menge
SnCh-2H,0 evaluiert (Tabelle 22).

SnCl,-2H,0 HPLC-Ausbeute ITLC
9™rc-Cyclam-ahx-BN(7-14)  2°"T¢(1V)O,

50 g 84.6% 4.5%
30 g 87.9% 1.3%
10 ug 86.8% 2.7%

Tabelle 22:HPLC-Markierausbeuten vofi™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) und ITLC-Kolloidausbeuteri be
verschiedenen Zinnchloridmengen.

Der *°*™TcO,-Anteil und die Markierausbeute haben sich dabaitnivesentlich verandert. Da

eine hohere Menge an SnGiie *™cOx-bildung fordern kann, wurde in zukiinftigen
Markierungen 2@ug SnC-2H,0 eingesetzt.
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Zuletzt wurde der pH-Wert in Abwesenheit eines Sfarliganden und mit 20ug
SnCh-2H,0 verifiziert (Tabelle 23).

Puff HPLC-Ausbeute ITLC
uner 99 _ _ _ _ 99
"Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14)  "Tc¢(IV)O,
pH 7 24.3% 99.2%
pH 9 55.4% 90.3%
pH 11 97.4% 1.1%

Tabelle 23:HPLC-Markierausbeuten vofi™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) und ITLC-Kolloidausbeuteri be

verschiedenen pH-Werten ohne Na-Gluconat.

Die optimalen Bedingungen fif™Tc-Markierungen von Cyclam-ahx-BN(7-14) liegen bei
pH> 11 und ohne Zusatz von Transferliganden ¥&\(12) (Abbildung 52, links).

mAU < n
*"T¢0Cyclam-ahx-BN(7-14) ‘ ] ""Te0Cyclam-ahx-BN(7-14) |
S I i |

"Tc0y

N

— 504~ S e — .

_
2 4 6 8

Abbildung 52: (links) Markierung nach eigener Vorschrift, (reghtarkierung naciNock et al (47, 48,
HPLC-Gradient$2,G4.

In der Praxis wird der Phosphatpuffer haufig versetnum Reaktionen bei pH 7 zu puffern.
Jedoch kann der Phosphatpuffer durch den drittéfed®ereich (HPG@ / PQ>) auch firr die
Pufferung einer Losung bei pH 11 eingesetzt werden.

Wahrend und nach der Reaktion wurde ein konstantiewert festgestellt. Markierversuche
mit 0.1 M NaCOs-Puffer, der fur die Beibehaltung des pH-Wertes $¥@nverwendet werden
kann, haben zu den gleichen Ergebnissen gefiihda@®yist eine starke Base mit dem ersten
und zweiten pkWert von 11.6 und 10.6L45 146). Bei einem pH> 11 liegen die meisten
Cyclam-Molekile im monoprotonierten Zustand vor.r#Veine Markierung bei pH < 9
durchgefiuhrt, sind in wassriger Losung die Cyclamidkile diprotoniert 146), womit die

Komplexbildungsreaktion stark gehemmt wird.
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Im Falle der Verwendung von Gluconat als Trangfariden entsteht ein ungentigend labiler
9mre-Gluconat-Komplex, womit keine Ligandensubstitatistattfindet und die Bildung von
9mre-Cyclam-ahx-BN(7-14) ausbleibt. Dies ist bemeskeert, da die Markierung von
Demobesinohne Zusatz von Citratliganden eine niedrige Maddasbeute ergibé{, 48.
Demobesinist ein Bombesin-Derivat mit einem azyklischen ,8,41-Tetraazaundecan-
Chelator  (N-Chelator), welcher ebenfalls mit **"Tc  einen  oktaedrischen
Dioxotechnetium(V)komplex bildet. Obwohl sich beidéhelatoren chemisch &hnlich
verhalten, beglnstigt beim 1,4,8,11-Tetraazaund€teatator respektive hindert beim

Cyclam der Transferligand die Markierung.

Der Ligand DOTA-ahx-BN(7-14) wurde entsprechéav11 mit **in markiert.

3.2.3. Bindungsaffinitat

Die Bindungsaffinitatsstudien wurden, wie unter.3.beschrieben, am Institut flr Pathologie
der Universitat Bern durchgefihrt.

Far denin vitro Versuch wurden beide Liganden als unkomplexiertpti®&helator-
Konjugate Cyclam-ahx-BN(7-14) und DOTA-ahx-BN(7-Eihgesetzt.

Substanz IGo (nmol/l)
DOTA-ahx-BN(7-14) 15
Cyclam-ahx-BN(7-14) 0.9

Tabelle 24:Bindungsaffinitaten (16) in nM fir GRP-R. Als kompetitiver Radioligand vader
129_[D-Tyr“-BN eingesetzt.

Die Bindungsstudien (Tabelle 24) zeigen, dass Q@yaax-BN(7-14) mit 0.9 nM eine ca.
15fach bessere Bindungsaffinitat zum GRP-R aufwastder Ligand DOTA-ahx-BN(7-14)
mit 15 nM. Dieser signifikante Unterschied kénnteah den freien Chelator entstanden sein.
In bestimmten Fallen verbessert sich dejp/@ert eines DOTA konjugierten Peptides durch
das Einfugen eines Metalles(11Bg, 147.

Die vonHoffman et alpublizierten IGy-Werte der In(lll) komplexierten DOTA-X-BN(7-14)
Analoga zeigen bessere Affinitditen als DOTA-ahx-Bi44). Der beste Wert der von
Hoffman et alpublizierten Analoga liegt bei 0.7 nM und entsptietwa dem Ige-Wert von
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Cyclam-ahx-BN(7-14) %1). Es gilt jedoch anzumerken, dadeffman et al.die 1GyWerte
durch ein Verdrangungsversuch an PC-3 Zellen (magicat kein Gleichgewicht wegen
nachgeschalteter Internalisierung) bestimmt haleihrend die Arbeitsgruppe von Prof.
Reubi aus Bern zur Ermittlung der saWVerte eine Autoradiographie an Prostatatumor-
Gewebsschnitten durchgefihrt hat (Die Vergleichbirkder Werte ist somit nicht
uneingeschrankt moglich). Beide Arbeitsgruppen hajeeoch den gleichen Radioliganden
129.[D-Tyr*-BN fiir das Verdrangungsexperiment verwendat, (135.

3.2.4. Stabilitat
3.2.4.1. Stabilitat in der Markierlésung

Die Stabilitdtsuntersuchungen der zwei Radiophaemalder Markierlésung haben ergeben,
dass die Verbindungein-DOTA-ahx-BN(7-14) und®™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) nach 24
h zu 79.8% respektive zu 94.1% intakt blieben.

Zudem wurde keine erhdhte Radiolyse und auch Keissoziation des Radionuklides mittels
HPLC festgestellt.

3.2.4.2. Stabilitat in Blutserum

Die Bestimmung der biologischen Halbwertszeit v#'Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) in
humanem Blutserum wurde aufgrund der kurzen phijsiteen Halbwertszeit vori*™Tc
erschwert. Nach 8 h ist stets intaktes Peptid zuw/#B49% im Serum erhalten. Die
aufgearbeitete Serumprobe des 24 h-Zeitpunktegezeigch 4 physikalischen HWZ noch
58.8£12.4% intaktes Peptid. Das Signal im HPLC-@ratogramm war jedoch knapp tber
der Nachweisgrenze, was keine genaue quantitatestirBmung des markierten Peptides
zuliess. Wurde der 24 h-Wert in die Stabilitatsbbreing miteinbezogen, lag die
Halbwertszeit bei 25.2+9.8 h und ohne diesen Wertda. 14 h. Fir die Berechnung der
Halbwertszeit wurde eine lineare Regression duftinge(Abbildung 53, rechts), welche im
Vergleich zu einer exponentiellen Funktion zu eibhesseren Anndherung zum realen Wert
fihrte. Bei Berechnung der Halbwertszeit V8fTc-Cyclam-ahx-BN(7-14) im Serum mittels
einer exponentiellen Funktion (Abbildung 53, linkgsultiert ein Wert fur die HWZ von
>100 h, wahrend eine lineare Funktion eine HWZ 282 h ergibt und dem realen Wert

naher kommt.
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Abbildung 53: Stabilitat in humanem Serum véHin-DOTA-ahx-BN(7-14) und®™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14)
(n=3):
(links) Exponentielle Funktion Reaktion 1. Ordgumurde durch die Datenpunkte gelegt.
(rechts) Lineare Funktion wurde durch die Datedpeiron®*™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) gelegt.

Der enzymatische Abbau vdn'in-DOTA-ahx-BN(7-14) wird ebenso in der Abbildung 5
gezeigt, wobei die Kurven in Gebrauch der Expomdieti Funktion Reaktion erster Ordnung
dargestellt wurde (Abbildung 53, links). Die daraaesultierte biologische Halbwertszeit ist
9.5+0.5 h.

Eine bessere enzymatische Stabilitat im Serum umeneiFaktor von ca. 2 zeigt die
Verbindung %*™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) gegeniibétlin-DOTA-ahx-BN(7-14). Wahrend
des Abbaus von®™c-Cyclam-ahx-BN(7-14) im Serum wurde mittels HPLK2ine

Dissoziation des Radionuklides festgestellt.

3.2.5. Internalisierung & Externalisierung
3.2.5.1. Internalisierung

Die synthetisierten Verbindungen wurden bezuglitien spezifischen Internalisierung
anhand von GRP-R exprimierenden PC-3 Zellen getd3ie Abbildung 54 zeigt die Kurven
der Internalisierung vori®™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) und*in-DOTA-ahx-BN(7-14). Die
Substanz **in-DOTA-ahx-BN(7-14) zeigt nach 4 h mit 31.9+5.0%nen hoheren
spezifischen Internalisierungswert &8Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) mit 19.8+0.3%.
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Abbildung 54: Rezeptorspezifische Internalisierungskurven ¥dn-DOTA-ahx-BN(7-14) und
9T c-Cyclam-ahx-BN(7-14) (n=3).

3.2.5.2. Externalisierung

Die Externalisierung vofi*™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) und*in-DOTA-ahx-BN(7-14) wird

in der Abbildung 55 gezeigt. Obwohl die Kurven atimiverlaufen, zeigt'in-DOTA-ahx-
BN(7-14) nach 4h mit 49.6+5.1% eine wenig hohenbhebene Radioaktivitat in den Zellen
als *™c-Cyclam-ahx-BN(7-14) mit 46.3+1.6%. Bei der Cynlerbindung ist jedoch vom
2h-Wert (61%) zum 4h-Wert eine deutliche ZunahmeAlesscheidungsmenge zu erkennen.
Vergleicht man den 2h-Wert der Verbindungen, erkenan bei beiden Verbindungen etwa

die gleiche Externalisierungsrate (Abbildung 55).

»  "n-DOTA-ahx-BN(7-14)

100 Nk v 9™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14)
90

80+
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Abbildung 55: Externalisierungsraten vdih'in-DOTA-ahx-BN(7-14) und
9T ¢-Cyclam-ahx-BN(7-14) nach 2 h Internalisierung ¥ °C (n=3).
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Die Internalisierungsrate ist fir di#™Tc-markierte Verbindung im Vergleich ztHin-
DOTA-ahx-BN(7-14) um einen Faktor 1.5 schlechteei Ber Externalisierung ist zwischen
diesen beiden Verbindungen kein signifikanter Ustdbeid zu erkennen.

Aus den Bindungsaffinitats- und Serumstabilitatedatésst sich schliessen, daS&Tc-
Cyclam-ahx-BN(7-14) ahnliches, wenn nicht sogar énéh Potential als diagnostisches
Radiopharmakon gegeniibgin-DOTA-ahx-BN(7-14) haben kénnte.

Um den Einfluss der niedrigen Internalisierungssate *™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) auf die
Pharmakokinetik zu prufen, ware eine Bioverteillarg Xenografts Nacktméusen (4h und

Blockierexperiment) fiir weitere Untersuchungen restdig.
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3.3. Gegentiberstellung der in vitro und in vivo Rsultate von®"®*%Ga- und
" u-markierten DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) (DOTA-AMBA)

3.3.1. Synthese von DOTA-AMBA

Der Bombesin-Agonist DOTA-AMBA wurde nach einem enign evaluierten Verfahren an
Rink-Amid-MBHA-Festphase mittels der Fmoc-Strateggnthetisiert. Die N-Terminal
geschitzten Aminobenzosaure und Glycin wurden kotveell an das Peptid gekoppelt. Der
Chelator DOTA(tBuj musste mit harteren Bedingungen an das Peptidogpekoverden. Die
Aktivierung des Chelators erfolgte mit HATU und #iendensationsreaktion wurde bei 60°C
durchgefuhrt. Nach Abspaltung/Entschitzung, Reimmggund Lyophilisierung wurde ein
weisses Pulver mit einer Ausbeute von ca. 11.7%ltenn (Ausbeute basierend auf der
eingesetzten Peptidstoffmenge Fmoc-BN(7-14)-Haw. bgemessene Stoffmenge bei der
Fmoc-Abspaltung) (Tabelle 25).

Die Stoffmenge wurde sowohl mit der UV/VIS-Spekikogie AAV7), als auch mit der
TracermethodeXAV8) Uberpruft.

MW ESI-MS * HPLC tr [min]
[g/mol] [g/mol] G G Reinh. [%]

code Substanz

25 DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) 1501.7 1541.4 (19, [M+K] 165 20.1 >05

" u-DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14)  1673.6  1675.8 (16, [M+H] 16.9 > 95
"Ga-DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) 1567.6  1568.8 (36, [M+H] 16.5 > 95

Tabelle 25: Analytische Daten von DOTA-AMBAZ5).
# Beobachtete Masse, relative Signalintensitégrpretation
G:S1,G1
G S1, G2

3.3.2.  Ga/Lu Markierung von DOTA-AMBA

Die Komplexierung von DOTA-AMBA wurden mitf®GaCk und "LuCl; nach AAV9
durchgefiihrt, wahrend die radioaktiven Markierungenhden Nukliderf’GaCl

und*”’LuCl; gemassAAV10 realisiert wurden. Die héchsten spezifischen Atdben von bis
zu 72.3 GBaimol (""Lu/Ligand = 1:10) wurden mit’’Lu erreicht. Im Falle der Nuklide
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®Ga und ™inCl; wurde eine maximale spezifische Aktivitat von 11@Bg/umol
(*’GalLigand = 1:133) und 16.7 GRapol **lin/Ligand = 1:100) erzielt.

3.3.3. Bindungsaffinitit von"'Ga/*'Lu-DOTA-AMBA

Die Bindungsaffinitaten sind in der Tabelle 26 zuszengefasst. Die mit Ga(lll)- und
Lu(lll)-komplexierten DOTA-AMBA Peptide zeigen holdfinitaten zum GRP-R mit einem
ICs-Wert von 0.8+0.3 nM fiif¥Ga-DOTA-AMBA und 1.40.4 nM fiiF*Lu-DOTA-AMBA.

Das Radionuklid hat somit keinen Einfluss auf diedBingsaffinitaten zum GRP-R.

Substanz IC 5o (nmol/l)*
"y |, DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) 0.8+0.3
"iGa-DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) 1.4+0.4

Tabelle 26:Bindungsaffinitaten (I§) von"*GalLu-DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) fir den GRP-R.
#(n=3)

3.3.4. Enzymatische Stabilitat vori’Ga/* 'Lu-DOTA-AMBA

Die Uberprifung der enzymatischen Stabilitat zefgitebeide Verbindungen eine ahnliche
biologische Halbwertszeit, wob&Ga-DOTA-AMBA mit 28.6+2.1 h (n=2) im Serum eine
hohere Stabilitat aufweist als di€Lu-markierte Verbindung mit 23.1+4.2 h (n=3).

3.3.5. Internalisierung & Externalisierung
3.3.5.1. Internalisierung

Die Internalisierungsexperimente MiGa-DOTA-AMBA und*’’Lu-DOTA-AMBA in PC-3
Zellen zeigen hohe spezifische Internalisierungsratles Agonisten. Der Ligan¥Ga-
DOTA-AMBA zeigte mit 47.7+ 4.4% (n=3) nach 6 h etwlan gleichen Wert wié’"Lu-
DOTA-AMBA mit 46.4+2.9% (n=4) (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Rezeptorspezifische Internalisierungskurven von
*’Galt"’Lu-DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) 0.25 pmol/1 Mio. PC-3 Z&n (n = 3 bzw. 4).

3.3.5.2. Externalisierung

Die Externalisierungsraten vofi’‘Ga-DOTA-AMBA und '""Lu-DOTA-AMBA wurden
ebenfalls in PC-3-Zellen studiert. Abbildung 57 gtenach definierten Zeitpunkten die
verbliebene Radioaktivitat in den Zellen. Bei beid&arkierungsarten ist eine lange

Aufenthaltszeit von 73% der Radioaktivtiat in desllgn zu erkennen.

60

404 ®  “Ga-DOTA-AMBA
® Lu-DOTA-AMBA

20

Restliche Aktivitat in den Zellen [%]
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Abbildung 57: Externalisierungsraten véfGat’'Lu-DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14)

nach 2 h Internalisierung (n=2).




3. Resultate und Diskussion 88

Vergleicht man diesen Wert mit der Externalisiesmge von'’’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-
14), bei der innerhalb von 2 h ca. 31% der intesreaten Radioaktivitat wieder
ausgeschieden wurden, so stellt man mit 27% eiobktlgeringere Ausscheidung des DOTA-
AMBA-Agonisten fest.

Lantry et al.geben bei ihrerin vitro-Experimente mit'’’Lu-DOTA-AMBA an, dass nur
2.911.8% der internalisierten Verbindung von detle&Zavieder sezerniert wurde. Ebenso
konnte die vorLantry et al.publizierte Internalisierungsrate von 76.8+1.8%cm 40 min in
PC-3-Zellen) nicht realisiert werde#9).

Dazu ist anzumerken, dass die Arbeitsgruppe einerasd Externalisierungs- und
Internalisierungsprotokolll48) verwendete, wobei bei der Externalisierung zurisjidel die
vorausgehende Internalisierungszeit nur 40 miraétndth betrug49).

Werden die Internalisierungsraten zwischen den dP®@loga und'’’Lu-DOTA-AMBA
verglichen, ist ein signifikanter Unterschied ziesmen, wobei die Rate vdh’Lu-DOTA-
AMBA um einen Faktor 1.4 hoher ist als diejenige v8Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14).
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3.3.6. Bioverteilung

Der Agonist wurden vivo an weiblichen Nacktmausen, welchen subkutan PEH&Zin die
.Flanke" injiziert wurden, getestet. Die Tabelle 24igt einerseits die Bioverteilung nach 4 h
und anderseits die Blockierexperimente nach 4 Heivein 1'600-facher Uberschuss des
natirlich markierten DOTA-AMBA preinjiziert wurde.

Nach 4 h erhalt man mit’Lu-DOTA-AMBA eine relativ hohe Anreicherung im Tumo
(4.5% 1D/g) und den GRP-R-positiven Organen wiekifeas (33.6% ID/g) und Nebenniere
(13.1% ID/g). Der Nierenuptake blieb mit 3.1% IDfgjativ tief. Das Blockierexperiment
reduzierte den Tumoruptake um 84% und die ander&P-B-positiven Gewebe wie
Pankreas, Nebenniere, Darm, Milz oder Magen fastéodig.

’Ga-DOTA-AMBA besitzt nach 4 h im Allgemeinen leidmbhere Werte. Der Tumoruptake
ist mit 5.6% ID/g fast 25% hoher und der Niereniptanit 2.3% ID/g ca. 33% tiefer als bei
der *""Lu-markierten Verbindung. Der Pankreasuptake igt68i4% ID/g gegeniibeY ‘Lu-
DOTA-AMBA jedoch doppelt so hoch. Das Blockierexpsnt zeigt etwa die gleichen
Werte wie bei det’’Lu-DOTA-AMBA-Blockierung (Tabelle 27).

Organ ®‘Ga-DOTA-AMBA Y u-DOTA-AMBA
4h(n=4) 4hblock(n=3) 4h((n=4) 4hikdo=23)
Blut 0.23+0.06 0.24 £0.03 0.04 £0.01 0.00
Mageﬁ 2.43+0.29 0.17 £0.03 1.74 £ 0.88 0.11+£0.04
Niere 2.29+0.76 1.29+0.20 3.12+0.43 1.52480.
Darm' 7.25+1.50 0.34 £ 0.05 2.55+0.54 0.09+£0.02
Pankreas 68.83 £ 7.05 0.44+£0.01 33.55+4.96 0.34£0.04
Milz " 2.51+0.80 0.22+£0.02 1.55+0.30 0.04 £0.02
Leber 0.37 £0.05 0.50 £ 0.05 0.09 £0.01 0.13a40.
Muskel 0.05+0.02 0.05+0.01 0.05+0.04 0.00
Tumor’ 5.60 + 1.38 0.83+0.04 4.49 £ 0.53 0.72 £0.09
Lunge 0.25+0.03 0.27 £ 0.06 0.07 £0.02 0.00
Herz 0.10+0.01 0.08 £0.02 0.03+0.01 0.04 20.0
Nebennieré 18.05 + 3.24 0.26 +0.16 13.07 £1.95 0.03+0.01
Knochen 0.53+0.08 0.19 £ 0.05 0.45+0.20 0.mad
Verhaltnis
Tumor/Muskel 112 90
Tumor/Blut 24 112
Tumor/Leber 15 50
Tumor/Niere 2.4 1.4

Tabelle 27:Bioverteilung vorf’Ga/"’Lu-DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) in PC-3-tragenden Nacktmsen.
T Organe, die GRP-R exprimieren
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Werden die 4 h Bioverteilungsdaten vdf'Lu-DOTA-AMBA den publizierten Daten
(Zeitpunkt 1 h bzw. 24 h) vohantry et al. gegenubergestellt, so erkennt man, dass die
experimentell ermittelten Werte in guter Ubereimstiung zu den Datensatze vbantry et

al. stehen. Eine Ausnahme stellt der Pankreasuptake wabei der eigene Wert
(33.55+4.96% ID/g) um einen Faktor 2 héher istjalger vonLantry et al.mit dem Wert
17.78+1.8% ID/g (1 h).
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3.4. Aminooxy-funktionalisierte Substanz P Analoga

Substanz P ist ein natlrliches Peptid, welches leaie Affinitat zum Neurokinin-Rezeptor
Typ 1 (NK-1) aufweist. Die Schlisselaufgabe dieg¥sjektes ist es, einen neuen und
schnellen Weg fiir die Herstellung eirfé¥\t-markierten Substanz P-Derivates zu finden.
Die Evaluierung der hier vorgeschlagenen schnelR=aktion wurde anstatt mit dem
Markierungsvorlaufer para-?*’At-Benzaldehyd mit dem nicht radioaktiverpara-
Fluorbenzaldehyd und dem aminooxyfunktionalisie@eistanz P-Derivat simuliert.
Zugleich soll die Chemoselektivitat der Oximbildumgischen der Aldehydgruppe und der

Aminooxyfunktion mittels zweier Modellverbindungbestimmt werden.

3.4.1. Peptidsynthese

Es wurden zwei kurze Modellpeptide, Aminooxyaceéiyt-Pro-NH, und Fmoc-Lys-Pro-
GIn-NH,, sowie das Derivat Aminooxyacetyl-[FtiVlet(0,)"]-Substanz P an der Rink-Amid-
MBHA-Festphase mit Hilfe der Fmoc-Strategie synthiett (AAV1). Zur Darstellung von
Aminooxyacetyl-[Thf,Met(0,)*']-Substanz P wurde die Boc-Aminooxyessigsaure anvda
Stephan Goodzur Verfiigung gestellte Peptid Fmoc-[fMet(O,)'}]-Substanz P an der
Festphase gekoppelt. Die Peptide wurden nach despaong/Entschitzung mittels
praparativer HPLC gereinigt und lyophilisiert (THee&8).

o Substanz MW ESI-MS* HPLC tg [min]
[g/mol] [g/mol] G*  Reinh. [%]
26 Fmoc-Lys-Pro-GIn-NH 592.3 593.6 (100, [M+H) 2.9 > 97
27 Aminooxyacetyl-Arg-Pro-NH 343.2 344.3 (100, [M+H) 0.6 > 06
28 p-Fboa-Arg-Pro-NH 449.2  450.4 (100, [M+H) 3.6 > 97
29 Aminooxyacetyl-[Thf,Met(0,)'"]-Substanz P 1457.7  1459.2 (100, [M+H] 3.8 > 96
30 p-Fboa-[Thf,Met(0,)*Y]-Substanz P 1563.7  783.5 (100, [M+2H]) 4.6 > 96

Tabelle 28: Analytische Daten der synthetisierten Verbindungé+80.
# Beobachtete Masse, relative Signalintensitéérpretation
G* S2,G3
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Nach Evaporation bzw. Lyophilisierung der Aminodxypktionalisierten Verbindungen
wurden Nebenprodukte mittels ESI-MS identifizielie nach der chromolitischen Reinigung
mittels HPLC noch nicht detektiert wurden.

Diese Nebenprodukte wurden als Oxim-Derivate idiergrt (Abbildung 58).

-8 11
¢N\ [Thia,Met(OZ)ll]'SUbStanZ P VN\O/\H/ [Thl ,Met(OZ) ]'SUbStanZ P
Y

o 0]

Abbildung 58: Chemische Struktur der Nebenprodukte

Es besteht die Moglichkeit, dass die sehr reakt#vminooxyfunktion einerseits mit
allgegenwartigem Formaldehyd und anderseits mittalddehyd, das als Verunreinigung in
TFA in Spuren zu finden ist, reagiert hat.

Bei 27 wurde nach dem Lyophilisieren eine Reinheit von836 und beR9 eine Reinheit
von ca. 85% erzielt. Bei den folgenden Reaktionewisghen den Aminooxy-
funktionalisierten Verbindungen und Benzaldehyd demr die Nebenprodukte bei der
Oximderivat-Ausbeuteberechnug nicht bertcksichtigt.

3.4.2. Chemoselektivtat

Fiar die Bestimmung der Chemoselektivitdt wurde udre Oximreaktion zwischepara-
Fluorbenzaldehyd und der Modellverbindung Aminoaetsl-Arg-Pro-NH (27) bei RT in

unterschiedlichen Puffersystemen evaluiert (Abbilgi69).

HoN Arg-Pro-NH, F\@y
H  + 2 O/\n/ N Arg-Pro-NH,
g
o

o (0]

27 28

Abbildung 59: Reaktionsgleichung der Oximreaktion zwisclpama-Fluorbenzaldehyd un@7 zu28.

Zur Ermittlung der Oximbildungskinetik wurden auserd Literatur vier bekannte
Puffersysteme, die geeignet sind im Bereich pH 8 dizu puffern, untersucht: Acetat-,
Glycin-, Phthalat- und Zitratpuffer (Abbildung 60).
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Abbildung 60: Reaktion zwischepara-Fluorbenzaldehyd ung7 (c = 820uM) bei 60°C und

in unterschiedlichen Puffersystemen (pH 3).

In allen Puffersystemen wurde HPLC-chromatographesn neuer Peak registriert, der durch
die ESI-MS-Analyse als Produgara-Fluorbenzylidenoxim-acetyl-Arg-Pro-NHdentifiziert
wurde. Wurde die Reaktion in Acetat- oder Zitrafputdurchgefuhrt, so konnte bereits nach
30 min eine Produktausbeute von > 90% beobachtetangwobei das Produkt tber 24 h in
der Losung stabil war. Bezuglich der Ausbeute ued Kinetik wurde bei Reaktionen in
Phthalat- bzw. Glyzinpuffer eine schlechtere Ausbdarw. eine langsamere Produktbildung
festgestellt.

Unter ahnlichen Reaktionsbedingungen wurde die r@aiktion zwischen der Lysig-
Aminogruppe der zweiten Modellverbindung Fmoc-Lys-B&In-NH, mit der Aldehydgruppe
des para-Fluorbenzaldehyds untersucht, wobei anstatt 1 &tphiyd die doppelte Menge
eingesetzt wurde. Die Reaktion wurde in Acetat- imditratpuffer (pH 3) bei RT und bei
95°C durchgefuhrt und bei festgelegten Zeitpunkpen HPLC qualitativ und quantitativ
Uberprift. Nach 24 h wurde mittels HPLC und ESI-ké&s Produkt detektiert.

Obwohl eine Aminogruppe das Potential hat, mit minfgdehyd unter Bildung eines Imins
Zu reagieren, wurde gezeigt, dass die Reaktionr .sgeren Bedingungen inhibiert wird.
Namavari et al.die sich ebenfalls mit der Chemoselektivitat dieReaktion befasst haben,
bestatigen diese Beobachtung. Der Grund dafur hegten unterschiedlichen pVerten
der protonierterz-Amino- (pKs = 10.5) (49 bzw. der protonierten Aminooxyfunktion (pK
ca. 5) (50, 15). Wird die Reaktion bei pH 3 durchgefihrt, so simtle
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Ammoniumoxygruppen zu 1% und die Ammoniumgruppeegdn zu 1.60%6 in

deprotonierter Form vor (Abbildung 61).

1.6 10% % deprotoniert

NH; 1% deprotoniert
pKs 10.5 THAN Arg-Pro-NH
S 3 O/\H/ g 2
o
FmOC\N Pro-GIn-NH, PKs ca. 5
H 0]
26 27

Abbildung 61: Chemische Struktur voRmoc-Lys-Pro-GIn-NH (26) und Aminooxyacet-Arg-Pro-NH27).

Obwonhl die Bildung von Iminen durch schwache S&auketalysiert wird, wird sie bei
niedrigen pH-Werten mit steigender Saurekonzewotnaterlangsamt. Bei einem pH von 3 ist
die Stickstoffbase im hohen Masse protoniert, sgsddie Konzentration der freien
Aminofunktion sehr niedrig ist, was die Reaktiort bem Aldehyd stark verlangsamt.

Somit zeigt die Reaktion zwischen einer Aminoox¥iimn und einem Aldehyd eine schnelle

Umsetzung und unter den oben erwéhnten Konditiemehohe Chemoselektivitat.

3.4.3. Optimierung der Darstellung von

para-Fluorobenzylidenoxim-acetyl-[Thi, Met(O,)'"]-Substanz P (30)

Um optimale Bedingungen fiir die Reaktion zwischemirooxyacetyl-[Thi,Met(O,)"]-
Substanz P 20) und paraFluorbenzaldehyd zu finden, wurden unterschiedlich
Reaktionsparameter wie die Temperatur, das Pulesy(Acetat- oder Zitratpuffer) und der
pH-Wert des Puffers studiert.

Um die Reaktionen zwischerara->'At-Benzaldehyd und Aminooxyacetyl-[Thilet(O,)*-
Substanz P30) zu simulieren, wurd®9 in sehr verdiinnten Lésung vorgelegt, wobei die
Stoffmengen der Proben fiir die HPLC-Messungen wetbktierbar waren.

Nach festgelegten Zeiten, und zwar bis zu 2 h umaghn24 h, wurden von der
Reaktionslésung Proben entnommen, welche mittelsGHRnalysiert wurden. Nach 1d
wurde die Reaktionslésung mittels ESI-MS und LC-if&Bnessen.
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Abbildung 62: Reaktion zwischepara-Fluorbenzaldehyd un@9 (c = 167uM) bei pH 3 und unterschiedlichen
Temperaturen (RT, 60 °C und 95 °C) (n = 2).

In Acetat- oder Zitratpuffer wurde bei RT nach 2eime Produktausbeute gpara-
Fluorobenzylidenoxim-acetyl-[TAMet(O,)*Y]-Substanz PpFboa-[Thf,Met(O,)"']-Substanz
P) von < 84% erreicht. Durch eine Erh6hung auf 9%7/@de bereits nach 7 min eine
Ausbeute > 45% festgestellt, was jedoch nach 30 Ieingleichzeitiger Zersetzung des
Produktes zu einer Verminderung der Produktaustf@btée. Ideale Verhéltnisse wurden bei
einer Reaktionstemperatur von 60°C gefunden, dib A& min zu einer Produktausbeute von
>65% fuhrte. Ein Plateau wurde nach 2h bei einesb&ute von >91% erreicht und ein
Abbau des Produktes wurde auch nach 24 h nicht doboét. Eine leicht bessere
Produktausbeute erhielt man im Acetatpuffersystébbildung 62).

Zuletzt wurde die Reaktion unter unterschiedliciptitKonditionen bei 2.5, 3, 3.5 und 4
verglichen (Abbildung 63).
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Abbildung 63: Reaktion zwischepara-Fluorbenzaldehyd ung9 (c = 167uM) bei 60°C und
unter unterschiedlichen pH-Bedingungen (Acetdgiu®.5, 3, 3.5, 4).
Die Messungen bei pH 3 und 3.5 wurden zweimatioyefihrt.
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Eine Begunstigung der Reaktion wurde bei §3 beobachtet. Bei einem pH3.5 wurde
mittels HPLC eine erhthte Bildung des Nebenproddéssgestellt, was zu einer Ausbeute
des gewiinschten ProdukteBboa-[Thf,Met(0,)'"]-Substanz P von ca. 40% filhrte. Mittels
LC-MS wurden die Nebenprodukte als die bereits Bnign Oxim-Derivate (Abbildung 58)
identifiziert. Es wurde somit bei p&t 3.5 eine beschleunigte Nebenproduktentwicklung
beobachtet, was diesen signifikanten Sprung deduRtbildung zwischen pH 3 und 3.5

erklaren wirde.

Optimale Reaktionsbedingungen fiir die Herstelluog 30 wurden bei einer Temperatur von
60°C in 0.1 M Acetat- bzw. Zitratpuffer und eineni-pVert von 3 gefunden. Obwohl

Essigsaure/Acetat nicht geeignet ist fur die Pufigrvon Reaktionen bei pH < 4, sieht die
Reaktionskinetik in dem Puffer sogar etwas besssrats jene im Zitratpuffer. Der pH-Wert
des Acetatpuffers blieb nach der Umsetzung des tSdhek 3.

Diese Bedingungen zeigen eine schnelle Reaktiorimir hohen Produktausbeute. Dabei ist
die gebildetepFboa-[Thf Met(O,)*']-Substanz P tber 24 h in der Pufferlésung stabd u
weist eine hohe Chemoselektivitat auf.

Anzumerken ist, dass die hohe Reaktivitdt der Amxygruppe nicht nur Vorteile, sondern
auch Nachteile mit sich bringt. Nach der chromaipgrschen Reinigung einer aminooxy-
funktionalisierten Verbindung wurden wahrend degjawation des Lésungsmittel bzw. des
Lyophilisierens ungewiinschte Reaktionen mit Aldedtyddie in der Umgebung vertreten
waren, festgestellt. Die Reinheit der hergestelétaninooxy-funktionalisierten Verbindungen
von > 96% verminderte sich dadurch auf ca. 85%. lipbe Reaktivitat der Aminooxy-
Gruppe fordert somit nicht nur die schnelle Umsetzwder Ausgangsmaterialien zum
Produkt, sondern erschwert nach der Herstellun@ua@nooxy-funktionalisierten Verbindung
durch ungewiinschte Reaktionen die Beibehaltundréesheitsgrads.

Mit Ausnahme des Reinheitsverlustes der aminooxktionalisierten Verbindung,
verspricht die Reaktion zu Oxim-Derivaten eine kiseh schnelle Produktbildung, hohe

Ausbeuten und eine hohe Stabilitat.
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4. Experimenteller Teill
4.1. Reagenzien

Alle kauflichen Reagenzien wurden ohne weitere RRaimg eingesetzt. Falls nicht speziell
erwahnt, wurden die Reagenzien bei der Fifluka AG (Buchs, Schweiz) erworben. Rink-
Amid MBHA Harz (durchschnittiche Belegung 0.66 mifigd, Rink Acid Harz
(durchschnittliche Belegung 0.60 mmol/g), HATU urdbnventionelle Aminosauren
(inklusive den Spacer: Fmoc-dPE&H) wurden beNovabiochen{Laufelfingen, Schweiz)
gekauft. Die Spacer Fmoc-dPEGH, Fmoc-dPEGOH, Fmoc-dPE@OH, Fmoc-ahx-OH,
Fmoc-4-abz-OH stammen von der FirmeoMPS (Strassburg, Frankreich) und Fmoc-
dPEG4OH von Quanta BioDesigr(Powell, Ohio, USA). Die Chelatoren DOT&U); und
C-Carbonsaure-cyclam wurden von der Fir@laematech(Dijon, Frankreich) gekauft. Die
Lésungsmittel fur die HPLC sowie fir die Peptid$yage: Acetonitril, DMF, NMP, PE und
DCM sind vonAcros Organics(Chemie BrunschwigBasel, Schweiz). Das am Rink Amid
MBHA Harz belegte [TH{Met(O,)*Y]-Substanz P Derivat wurde voStephan Good
synthetisiert.

Zellkulturmedium (DMEM) und Zusatze (Stable GlutamPenicillin/Streptomycin, FCS)
stammen vonPAA Laboratories GmbH(Cdlbe, Deutschland) undmimed Bioconcept
(Allschwil, Schweiz). Die Human caucasian prost&€-3 Zelllinie wurde beiHealth
Protection Agenc(ECACC, Salisbury, UK) besorgt. Physiologische N&aGsung (0.9%,
steril pyrogenfreiBraun) und 96% V/V EthanolRichse) wurde vom Universitatsspital Basel

zur Verfiigung gestellt.

Die Radioisotope’GaCk (geldst in 0.8 N HCI)*nCl; (tragerfrei, in 0.05 M HCI) und
9mre (eluiert, mit 0.9% NaCl aus einefiMo/**™Tc-Generator) stammen vdviallinckrodt
Medical Inc. (Petten, Niederlande)/LuCl; (geldst in 0.05 M HCI, ultrarein) vohRG
(Petten, Niederlande) und v@erkin EImer Life Sciend@oston, USA).

Das verwendete Wasser (ultrarein) stammt aus deigragsanlage Milli-Q RG-System von
der FirmaMillipore AG (Volketswil, Schweiz).
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4.2. Gerate

Zum Trocknen am Hochvakuum diente eine OlpumpeFiena Pfeiffer Vacuum(Asslar,
Deutschland). Fir die Kuhlfalle wurde eine Suspmmsius Trockeneis und Ethanol (96%)
verwendet.

FOr Wagungen diente die Waage Mettler AE163 dem&iMettler-Toledo GmbH
(Greifensee, Schweiz). Die pH-Einstellungen wurdgen pH-Meter PHM210Meter Lab

(Kopenhagen, Danemark) vorgenommen.

Tischzentrifuge: Labor-Zentrifuge Multifuge 3SR+ der Firm@ihermoFisher(Carouge,
Schweiz)

Peptidsynthesizer: Semiautomatischer Synthesizer der FirRiak CombicheniBubendorf,
Schweiz).

Zentrifugalverdampfer. Jouan RC10-22 der Firménstrumente GesellschaftZurich,
Schweiz).

Lyophilisator: Christ Alpha Lyophilisator voBioBloc (llikirch, Frankreich).
Festphasenextraktion: SepPak-Kartuschen (SepPalglCwurden beiWaters (Rupperswil,
Schweiz) erworben.

Circulardichroismus: Chirascan Spektropolarimeter der FirmApplied BioPhysics
(Leatherhead, UK)

Mikrowellengerat: INITIATOR der FirmaBiotage AB(Uppsala, Schweden).
Phosphorimager: Phospor System Cyclone Plus der FirrRerkin-Elmer (Rodgau-
Jiidesheim, Deutschland).

Quantitativer y-counter: Nal(Tl)-Bohrlochcounter COBRA 11, D500%system well counter
von Canberra PackardMelbourne, Australien).

UV/Vis-Spektroskopie: Lambda 2 UV/Vis-Spektrophotometer véterkin-Elmer(Rodgau-
Jidesheim, Deutschland).

Dunnschichtchromatographie zur Qualitatskontrolle: Reaktionskontrolle wurde auf
Fertigplatten (Kunststofftrager, Schichtdicke 0@%) mit Aluminiumoxid IB-F der Firma
J.T.Baker (Phillisburg, USA) durchgeftihrt. Als mobile Phasarde eine Losung aus 0.1 M
NH4OAc / MeOH 1:1 verwendet. Die TLC-Radioanalytik \@armit dem Phosphorimager
durchgeflnhrt.

Electrospray lonisation Massenspektroskopie (ESI-MP PHIL507: Waters ZMD
(Micromass) mit HP1100 Quat. (Agilent) LC Pumpe n@G4NA88: MSD 1100 SL (Agilent
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Technologies) mit einer Agilent 1100 Bindr LC Pumpas Gerét befindet sich in der Firma
Novartis

HPLC-System | (analytisch) Hewlett PackardL050 HPLC System mit quaternarer Pumpe,
Dioden Array Detektor und einem Durchflusfetektor LB506 vorBerthold (Bad Wildbad,
Deutschland).

HPLC-System Il (analytisch und praparativ): Metrohm/Bischoff HPLC-System mit
Interface LC-CaDl 22-14, Pumpen-Einheit 2250, U\tékéor LAMBDA 1010 @ischoff
Leonberg, Deutschland) sowie ein DurchflysBetektor LB509 vorBerthold (Bad Wildbad,
Deutschland).

HPLC-Saulen:

Analytische Saulen:

S1:Macherey NagelCC250/4 Nucleosil 120-3¢(Oensingen, Schweiz)

S2: Chromolith Performance RP-18e, 4.6 x 100 Merck (Darmstadt, Deutschland)
Préaperative Saulen:

S3:Macherey NagelyP250/21 Nucleosil 100-5:g(Oensingen, Schweiz)

S4: InterchromUP50DB/25DEP 10041 Uptisphere, 21 x 250 mm (Mayutty Frankreich)

S5: Chromolith Performance RP-18e, 10 x 100 Meerck (Darmstadt, Deutschland)

4.2.1. HPLC-Gradientensysteme

Als mobile Phasen Komponenten wurden verwendet: Acetonitril; B = 0.1 % TFA in
Wasser

Analytische Gradienten:

G1: Fluss 0.75 ml/min; 0 min — 95% B, 20 min — 50%28, min — 0% B, 24 min — 0% B, 26
min — 95% B = 214 nm bzw. 280 nm

G2: Fluss 0.75 ml/min; 0 min — 80% B, 30 min — 65%3&, min — 0% B, 34 min — 0% B, 36
min — 80% B = 214 nm bzw. 280 nm

G3: Fluss 2.5 ml/min; 0 min — 95% B, 1 min — 95% Bmé — 60% B, 5.5 min — 0% B, 6.5
min — 0% B, 7 min — 95% By = 214 nm bzw. 280 nm

G4: Fluss 3.5 ml/min; 0 min — 95% B, 1.5 min — 95%78nin — 80% B, 8 min — 50% B, 8.5
min — 0% B, 9.5 min — 0% B, 10 min — 95% B3 214 nm bzw. 280 nm

G5: Fluss 3.5 ml/min; 0 min — 85% B, 5 min — 70% Bné — 0% B, 6.5 min — 0% B, 7 min
—85% B;A =214 nm bzw. 280 nm
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G6: Fluss 3.5 ml/min; 0 min — 95% B, 1.5 min — 95%2Bnin — 0% B, 3 min — 0% B, 4 min
-95% B

Préaparative Gradienten:

G7: Fluss 15 ml/min; O min — 80% B, 20 min — 60% B, r@in — 0% B, 25 min — 0% B, 26
min — 80% BA =214 nm

G8: Fluss 10 ml/min; 0 min — 85% B, 5 min — 75% Bt — 0% B, 7 min — 0% B, 8 min —
85% B;A = 214 nm

G9: Fluss 10 ml/min; 0 min — 95% B, 3 min — 95% B — 0% B, 5 min — 0% B, 6 min —
95% B;A = 214 nm
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4.3. Allgemeine Arbeitsvorschriften

4.3.1. AAV 1: Peptidsynthese mittels semi-automatitem Synthesizer

In der Festphasen Peptidsynthese werden sequeAimihosauren unter Bildung von

Saureamidgruppen zu einem Peptid an einem Tréigemesogenannten Harz, gekoppelt.

Die Peptide wurden mit Hilfe des semi-automatisclgmthesizers nach der Solid Phase
Peptide Synthesis (SPPS) Methode und der Fmoc-8gluppenstrategie hergestellt. Ein
Syntheseprogramm (Tabelle 29) fur die Peptidsyethesde dafir erstellt und angewendet.

Schritt Reagenzien Wiederholungen Zeit [min]

1 DMF 2 5

2 20% Piperidin in DMF 3 2

3 20% Piperidin in DMF 1 8

Vi DMF 3 0.5

5 isopropanol 2 0.5

6 NMP 1 1

7 Aminosaure 1 60

8 DMF 1 1

9 isopropanol 3 2

# Lésungen werden gesammelt fir Fmoc-Wert Bestimmmuitigls UV/Vis-Spektrometer

Tabelle 29: Syntheseprogramm fur den Semiautomatischen-Pgptlussizer.

Das Harz wurde in einem Synthesereaktor vorgeldgth Quellen des Harzes wurde zur
Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe eine Losung a&s Riperidin in DMF verwendet. Die
Lésungen aus Schritt 2 und 3 wurden zur Quantiiiig der Fmoc-Schutzgruppen in einem
500 ml Messkolben gesammelt und bis zur Marke rBit%iger Ethanol aufgefullt. Zur
Vedunnung wurden 2 ml davon in einen 25 ml Messkolpipettiert und erneut mit 96 %iger
Ethanol bis zur Marke aufgeftillt. Die Absorptionr dmtsprechenden Losung wurde mittels
UV/Vis Spektroskopie gemessen und die Fmoc-Konaéiotr mit Hilfe des molaren
Extinktionskoeffizienten von DibenzofulveBsfonm= 7800 [hol*©m?) und dem Gesetz von
Lambert-Beer(A = cllldzoonm ermittelt. Mit dieser Methode wurde die Koppluagsbeute
abgeschatzt.

Fur die Kopplung wurden, bezogen auf die Harzmer®leeq der Fmoc-geschitzten
Aminosaure, 3.3 eq HOBt und 3.3 eq DIC in 6 ml NMRinem 15 ml Falcon gel6st und fur
15 min bei RT am ,Schuttler” inkubiert. Anschlieagewurden 5 eq DIPEA zur aktivierten
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Losung gegeben und unmittelbar der Festphase ligigefFalls der pH-Wert der
Reaktionslésung < 6 war, wurde dieser durch ZuganeDIPEA erneut auf ca. 8 eingestellt.
Die Kondensationsreaktion dauerte durchschnitéi@min.

Zur Kontrolle auf vollstandige Aminosaurekopplungirde ein Kaiser-Test durchgefuhrt.
Falls der Kaiser-Test zu 10% positiv ausgefallenr, waurde eine erneute Kopplung
vorgenommen.

Liste der eingesetzten mit Fmoc geschitzten Amun@samit den jeweiligen Seitenketten
Schutzgruppen: Fmoc-Met-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Hi§¢OH, Fmoc-Gly-OH, Fmo@-
ala-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OFmnoc-GIn-OH.

Falls eine Peptidsynthese an der Festphase untbdirovurde und die belegte Harzmenge
gesplittet werden musste, wurde die Belegungsdiaids Harzes durch Gravimetrie
bestummen.

Das Harz wurde Uber eine Fritte mit 2 x Isopropamoetl 3 x DCM gewaschen und im
Hausvakuum getrocknet. Anschliessend wurde die gBelgsdichte b nacl@Gleichung 3
berechnet:

b=~ Ml Gleichung 3
MW  m,

m; = Einwaage des unbeladenen Harzes in g
m, = Auswaage des beladenen Harzes in g

MW = Molekulargewicht des an die Festphase assteiidPeptides

4.3.2. AAV 2: Belegung von Rink Acid Harz

4 mmol Fmoc geschutzte Aminosaure (4 eq) wurdesinem 50 ml Falcon vorgelegt. Der
Festkorper wurde in 12 ml Dichlorethan suspendrait,5 ml NMP in Losung Uberfihrt und
zu 1 mmol Rink Acid Harz (1 eq) in den Synthesieaktor gegeben. Nacheinander wurden
4.2 mmol DCCI (4.2 eq, suspendiert in 2ml Dichloeet), 0.2 mmol DMAP (0.2 eq
suspendiert in 1 ml Dichlorethan) und 1j2lON-Methyl-Morpholin (4 mmol, 1 eq) zum Harz

gegeben. Die Suspension wurde 5 h bei RT inkubiert.
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4.3.3. AAV 3: Belegung von Rink-Amid MBHA Harz

Zur Entfernung der Fmoc-geschitzten Linkerkompomeaids Rink-Amid MBHA Harzes
wurde das Harz nach zehnminitigem Quellen in DMmdgs Peptidsynthesizerprogramm

(AAV1) einer Fmoc Abspaltung unterzogen.

4.3.4. AAV 4: Kaiser Test (Reaktionskontrolle)

Um die Kondensationsreaktion qualitativ zu kontes#n, wurden folgende Reagenzlésungen

hergestellt und eingesetzt:

Lésung A: 1.0 g Ninhydrin wurden in 20 ml Ethaneldsgt.

Lésung B: 0.5 ml 0.01 M KCN-L6sung und 25 ml Pynigvurden zu einer Losung aus 10 g
Phenol in 2.5 ml Ethanol beigegeben.

Eine Spatelspitze Harz wurde aus dem Reaktor emtrasmund in ein 1.7 ml Eppendorftube

transferiert. Die Harzkugeln wurden viermal mitgsopanol gewaschen und mit jeweils 50

pl der Lésung A und der Losung B versetzt. Die Sasm wurde fur 5 - 10 min bei 95 °C

im Heizblock erwarmt.

Der Test war negativ ausgefallen, wenn die Losweilg gnd die Kugeln weiss geblieben sind.

Ist eine blauviolette Verfarbung (Ruhemanns Purgoryohl bei Lésung wie auch bei den

Harzkugeln aufgetreten, war das ein Hinweis auf dashandensein freier priméaren

Aminogruppen (> 5 — 1@umol prim. Amine / g Harz). Waren nur die Harzkugeln leicht

blauviolette gefarbt, sind nur noch ca. 1 ol prim. Amine / g Harz frei.

4.3.5. AAV 5: Kopplung einer Fmoc geschitzten Amingdure bzw. des Chelators
DOTA(tBu)s mit HATU an der Festphase

Die Kondensationsreaktion einer Fmoc geschitzteninéséure bzw. des Chelators
DOTA(tBu); wurde in einem Kunststoffreaktor (Spritze mit ebhguter Fritte) durchgefihrt.
Die einzelnen Schritte des Peptidsynthesizerprogrg®AV1) wurden manuell vollzogen.
Etwa 50 mg Peptid belegtes Harz (Belegungsdicht8.82umol/g, entspricht 1fmol, 1 eq)
wurden in einem 2 ml Kunststoffreaktor quellen getn. In einem 1.7 ml Eppendorfgefass
(prelubricated) wurden 3 eq Aminoséaure und 2.9 AGUIin 500l NMP geldst. Nach einer

Inkubationszeit von 5 min bei RT wurden 6 eq DIP&EKA aktivierten L6sung gegeben, wobei
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in der Regel eine gelb Verfarbung beobachtet wurdd,dem Harz zugefligt. Nach weiteren
10 min wurde der pH der Losung kontrolliert unddalotwendig mittels DIPEA auf pH 7 - 8
eingestellt. Das Reaktionsgemisch wurde fur 2 h b&i RT geschwenkt oder falls notwendig
bei 60 °C im Trockenschrank inkubiert (DOTRB(1)s bei der AMBA Synthese). Mit Hilfe des
Kaiser TestsAAV 4) wurde die Reaktion kontrolliert.

Liste der eingesetzten mit Fmoc geschutzten Amunesanach dieser Methode: Fmoc-ahx-
OH, Fmoc-dPEGOH, Fmoc-dPEGOH, Fmoc-dPE@OH, Fmoc-dPEG-OH, Fmoc-
dPEG4-OH, Fmoc-4-abz-OH, Fmoc-Gly-OH

4.3.6. AAV 6: Abspaltung und Entschiitzung eines Péides von der Festphase

Zur simultanen Abspaltung des synthetisierten Beptvom Harz sowie der Entfernung der
Schutzgruppen der Aminosauren und des DOTA-Chalaturde das am HV getrocknete
Harz in einen 5 ml Kunststoffreaktor mit 1.5 ml Abdungsliésung
(TFA/Thioanisol/HO/TIS 94:3:2:1) versetzt. Nach 4 h wurde die Abdpsiling in 50 ml
vorgeklhlte (4 °C) 1:1 PE/DIPE Etherlésung langsangegeben, wobei ein gefarbter
Festkorper ausfallt. Das Harz wurde nochmals 30mitnl ml Abspaltldsung behandelt und
zweimal mit 0.5 ml TFE gewaschen. Die Losungen wardrneut in die 4 °C vorgekihlte
Etherlésung zugegeben. Die entstandene Suspensiae\s min zentrifugiert (3000 g) und
der Uberstand danach abdekantiert. Der Riickstandlev@ h am HV getrocknet und
anschliessend mittels praparativer HPLC gereir88t$4,G7.

Alle Peptide, die nicht DOTABuU)3; konjugiert waren, wurden nur 2 h in der Abspaltligu
inkubiert.

Nach der Reinigung und der Konzentrationsbestimn{a#y/ 7, AAV8) wurden die Peptide
aus Wasser lyophilisiert.

4.3.7. AAV 7: Bestimmung der Peptidkonzentration nttels UV/Vis-Spektroskopie

Ca. 1 mg lyophilisiertes Peptid wurden in ein 1.7 Bppendorfgefass (prelubricated)
vorgelegt und in 1 ml O gelést. Aus dieser Stammldsung wurderuRt 500 pul 0.1 M
Essigsaure pipettiert und die Absorption mittels /U8 Spektroskopie gemessen. Die
Konzentration des Peptides wurde mit Hilfe der mena Extinktionskoeffizienten von
Tryptophan €s0nm= 5600 [hol*@m™) und Aminobenzyl €>g0,mca 20000 ol *©m™) und
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dem Gesetz vohambert-Beer(A = clllgzgny) ermittelt. Die Messung wurde wiederholt,
wobei beim zweiten Mal eine Lésung aus fDder Stammlésung und 5001 0.1 M
Essigsaure gemessen wurde. Aus den 2 resultierdfmezentrationen wurde der Mittelwert

gezogen.

4.3.8. AAV 8: Bestimmung der Peptidkonzentration mtkels getracerter'Lu-Lésung

Um diese Bestimmungsmethode durchfilhren zu konwende die hergestellte Lutetium-
Lésung volumetrisch analysiert: 5.8 mg Le6H,O (Acrosorganics) werden in 50 mlJB@
(ca 300uM) gelost. Die Lésung wurde unter Verwendung eikemmerziellen EDTA-
Losung (Triplex-llI-LosungMercK) titriert. 400 pl dieser Losung wurden mit 2@ vom
" uCls-Vorrat in ein 1.7 ml prelubricated Eppendorfgefassmischt. Mit Hilfe des mit-
gelieferten Kalibrierscheins liess sich die exakfé'’lu Stoffmenge in der 420ul
Stammldsung kalkulieren.

Es wurde eine Stammlésung aus ca 1 mg ChelatordP@phjugat und 1 ml bD hergestellt.
Ein Aliquot von 10 nmol des Peptides wurde in ei@ il prelubricated Eppendorfgefass
vorgelegt. 30Qul 0.4 M Natriumacetatpuffer (pH 5), 4@ der getracerten Lutetium-L6sung
wurden zugegeben und 30 min bei 95 °C im Heizblogkibiert. 25ul der Markierldsung
wurden in 50ul 0.1 M Ca-DTPA-L6sung verdiunnt und mit der analgtien HPLC G6,S3
die Radiochemische Ausbeute bestimmt. Anhand dadtierenden Chromatogramms liess
sich aus dem Verhaltnis der integrierten Peaklacheischen!’'Lu-DTPA und *""Lu—
Chelator-Peptid Conjugat die Stoffmenge des eirigese Peptid-Aliquots ausrechnen. Dies
wiederum gab Aufschluss auf die exakte Konzentmatiwer urspriinglichen Peptid-

Stammldsung.

4.3.9. AAV 9: Bildung eines Metallkomplexes (nichtadioaktiv)

Far Bindungsaffinitdts- und Circulardichroismus-@8&n wurden ca. 3 mg lyophilisiertes
Peptid (1 eq) in einem 1.7 ml Eppendorfgefass (rétated) in 0.4 M Natriumacetatpuffer
(pH 5) geldst. Anschliessend wurden 5 eq eines IMataes (*GaCk, "LuCls) zugegeben
und fur 60 min bei 95 °C inkubiert. Nach dem Ableihiwurde das Reaktionsgemisch auf
eine vorkonditionierte SepPak;{Kartusche (10 ml MeOH, 20 mlB®) aufgetragen, das
Uberschiussige Metall bzw. Natriumacetat mit 10 ndsgér entfernt und das komplexierte
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Chelator-Peptid Konjugat mit 10 ml MeOH eluiert. Dd.M wurde mittels eines
Zentrifugalverdampfers evaporiert und der Ruckstand2 ml HO suspendiert. Das
heterogene Gemisch wurde fir 20 s im Ultraschallbatiandelt. Der nicht-radioaktive
Metallkomplex wurde danach Uber einen Membranfifi#riert und mittels HPLC $1;
G2,G3) und ESI-MS analysiert. Die Ausbeute des Metallgteres wurde spektroskopisch
(AAV 2) ermittelt.

4.3.10. AAV 10:*""Lu/®'Ga-Markierung mittels Heizblock

Zu einem Aliquot (1 eq, fig Peptid in 1.7 ml prelubricated Eppendorfgefassjden 20ul
frisch hergestellte Methionin-Losung (20 mg/ml) wB@Dpl 0.4 M Natriumacetatpuffer (pH-
Wert 5) gegeben und mit 1 — 5 mCi radioaktivem Msadz ¢‘GaCk, *'LuCls) versetzt. Die
Lésung wurde fur 25 min bei 95 °C im Heizblock ibkert und danach 5 min abgekuhlt. Zur
Uberprufung der radiochemischen Reinheit wurdgrd Barkierlosung in 5Qul Ca-DTPA-
Lésung verdinnt und mittels HPLSY / G1, S2 / Gpanalysiert.

Fur Internalisierungs und Externalisierungsexpeni@evurde im Falle def 'Lu-Markierung
das Peptide nach der radioaktiven Markierung nad@tzlich mit 1 eq des entsprechenden
stabilen Metallsalzes versetzt und nochmals 15 mein95 °C im Heizblock erwarmt. Kurz
vor Beginn des Experiments wurde die Markierlosamgphysiologischer NaCl-Lésung auf

eine Konzentration von 0.25 pmol/38&erdinnt.

4.3.11. AAV 11:**in-Markierung mittels Mikrowelle

In ein mit HCI vorbehandeltes Mikrowellengeféass dem 10ul DOTA-ahx-BN(7-14) (1 eq,
10 pg), 20 ul frisch hergestellte Methionin-Losung (20 mg/minadu 400 pl 0.4 M
Natriumacetatpuffer (pH 5) gegeben und mit 1 M@hCls-Lésung versetzt. Das konische
Mikrowellengefass wurde mit einem Septum und Alumimverschluss verschlossen, in die
Mikrowelle gesetzt und fir 5 min bei 95 °C inkubiefFur die Uberpriufung der
radiochemischen Reinheit wurdenub Markierlésung in 50ul Ca-DTPA-L6sung verdinnt
und mittels HPLC $2 / G3, G§ analysiert.

Far Internalisierungs und Externalisierungsexpentaavurde DOTA-ahx-BN(7-14) nach der

radioaktiven Markierung noch mit 1 8§nCls-Lésung markiert und nochmals 10 min bei 95
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°C in der Mikrowelle inkubiert. Kurz vor Beginn dé&xperiments wurde die Markierldsung

mit physiologischer NaCl-Lésung auf eine Konzembratvon 0.25 pmol/15@ verdinnt.

4.3.12. AAV 12:°°™Tc-Markierung mittels Heizblock

Fur die ®™ c-Markierungen wurde eine Zinn(Il)chlorid-Losungter inerter Atmosphare
hergestellt. Ca. 4 mg Sn(ID{BH,O wurden in einem mit Argon gespulten Eppendorfgefa
abgewagt. Die Kristalle wurden in 1 ml Ethanol @98, pure) gel6st (vortex).

Zu einem Aliquot (1.7 ml prelubricated Eppendortged) aus 2Quig Cyclam-ahx-BN(7-14)
wurden 50ul 0.1 M Phosphatbuffer (pH 11, Sauerstoff des Ruffassers wurde durch
Einlass des Argon-Gases bei 80 °C verdrangt) gegeinel fir 20 s ins Ultraschallbad
gehalten. Anschliessend wurde die Peptidldsun@@@tMBq**™TcO, Lésung und dann mit
20 ug Sn(INCLBH,O versetzt. Die Markierloésung wurde bei 95 °C imizbck 15 min
inkubiert. Fir die Uberprifung der radiochemisciRa&inheit wurden ful Markierlosung in
200 pl Ca-DTPA-L6sung verdinnt und mittels HPLC (S2 /,&®) und Phosphorimager
analysiert (ITLC).
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4.4. Synthesen

4.4.1. Cyclam-ahx-BN(7-14) (24)
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Die Peptidsequenz Fmoc-ahx-BN(7-14) wurde ndélv1l an Rink Amid MBHA Festphase
synthetisiert. Die Kondensationsreaktion des ChetaCyclam-COOH erfolgte in einem
Kunststoffreaktor. Die einzelnen Schritte des Rigymtheseprogramms von dem Synthesizer
(AAV1) wurden manuell vollzogen. Ca. 75 mg trockeneszH&elegungsdichte ca. 0.31
pumol/g, entspricht 28mol, 1 eq) wurden in einem 5 ml Kunststoffreaktat 8xml DMF 10
min aufgequellt. Nach der Entfernung der Fmoc-Sajnuppe AAV1) wurde die Festphase
dreimal mit Isopropanol gewaschen, am Hausvakuuntrogget und in ein
Mikrowellengefass transferiert. In einem 1.7 mllpbeicated Eppendorfgefass wurden 29.5
mg Chelator (3 eq, 75)8mol) und 11.5 mg HOBt (3.3 eq, 854inol) vorgelegt und in 800 ul
DMF und 13.3ul DIC (3.3 eq, 88.2umol) zur Suspension gebracht. Im Ultraschallbaddeur
der Festkorper der Suspension fir 15 s zerkleibegtSuspension wurde wahrend 45 min am
Schiittler inkubiert, durch Zugabe von 2uBDIPEA (5 eq, 151umol) in Lésung (noch
leicht trib) Gberfihrt (pH 7) und dem Harz zugeflitas Reaktionsgemisch wird im
Trockenschrank bei 60 °C inkubiert. Nach 2 h wutde pH erneut durch DIPEA-Zugabe auf
8 eingestellt. Nach 14 h wurde eine Probeabspaliunchgefiihrt und nach 3 d die Festphase
aufgearbeitet. Das Ha24 wurde mit DMF, iso-Propanol und anschliessend mit DCM
dreimal gewaschen. Nach dem Trocknen wurde das hach AAV4 (nur 2 h inkubiert)
behandelt. Das Rohprodukt wurde mittels prapamatiF’LC gereinigt $3,G7 und per
analytischen HPLC, ESI-MS und LC-MS analysiert. DiBestimmung der
Peptidkonzentration erfolgte gemas&V7. Nach dem Lyophilisieren wurden 5.7 124 als
weisses Pulver (4.8mol) erhalten. Ausbeute nagtAV7 = 19.6%.

ESI-MS: 640.0 ([M+2H{", 100%), 651.4 ([M+Na+H[, 21%), 1280.0 ([M+H]).

LC-MS: R = 1.44"; 427.5 (IM+3H}*, 46%), 640.1 ([M+2H]", 100%), 1278.6 ([M+H]
20%).
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4.4.2. DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) (25)

T

Luw

O NH;,

Die Peptidsequenz Fmoc-AMBA-BN(7-14) wurde gemagsv/1l an Rink Amid MBHA
Festphase synthetisiert. Die einzelnen SchrittePagsidsyntheseprogramms des Synthesizers
(AAV1) wurden manuell vollzogen. 126 mg Harz (Beleguiggd ca. 0.38umol/g,
entsprechend 49.8imol, 1 eq) wurden in einem 5 ml Kunststoffreak(@pritze mit
eingebauter Fritte) vorgelegt. Nach finfminutigeme@®en des Harzes in 3 ml DMF wurde die
Fmoc-SchutzgruppeA@AV1) entfernt. 52.8 mg Fmoc-Gly-OH (ca 3 eq, 3#mol) wurden
mit 64 mg HATU (ca 2.9 eq, 168&ol) in einem 1.7 ml Eppendorfgefass (prelubricated
vorgelegt und in 1 ml NMP geldst. Nach 5 min bei Rirde die aktivierte Losung mit 50.1
pl DIPEA (6 eq, 296umol) versetzt (gelbe Verfarbung) und dem Harz zegeg. Wéahrend
der Kondensationsreaktion wurde der pH-Wert kohéndl und falls notwendig, durch
Zugabe von DIPEA auf pH 7 gestellt. Nach 4 h wuetdeKaiser TestAAV4) durchgefihrt,
der negativ ausgefallen war. Die Reaktionslosungdeiausgestossen, das Harz mit DMF
und Isopropanol gut gewaschen. Die Festphase wardeMF quellen gelassen und die
Fmoc-Schutzgruppe gemas&AV1 entfernt. Eine Loésung bestehend aus 88.6 mg
DOTA(tBu)s (3 eq, 155umol), 63.1 mg HATU (2.9 eq, 18mol) und 1 ml NMP wurde flr

5 min bei RT inkubiert und nach Zugabe von 42DIPEA (6 eq, 246umol) zum Harz
gegeben. Nach 1 h wird der pH-Wert kontrolliert whwich Zugabe von DIPEA auf 7 gestellt.
Die Suspension wurde Uber Nacht bei 60 °C in eil@ckenschrank gestellt. Nach ca. 15 h
wurde der Kaiser-TestA@V4) durchgefuhrt, der zu 10 % positiv ausgefallen .waie
Festphase wurde 3 mal mit DMF, Isopropanol, und D@aschen und im Hausvakuum
getrocknet. Nach Abspaltung vom Harz und Entfegndar Seitenkettenschutzgruppen des
Chelator-Peptid-ConjugatesAAV6) wurde das Rohprodukt mittels praparativer HPLC
(S4,G7 gereinigt und mittels HPLC, LC-MS und ESI-MS arsaért. Die Bestimmung der
Peptidkonzentration erfolgte nagtAV7 und AAV8. Nach Lyophilisierung wurden 8.7 mg
(5.8 umol) 25 als weisses Pulver mit einer Reinheit von >98%aken. Ausbeute nach
AAV7 =11.7%
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ESI-MS: 771.5 ((M+H+K}", 100%), 782.4 ([M+Na+K[, 37%), 1541.4 (IM+K], 19%).
LC-MS: R = 2.90%; 502.2 ([M+3H]", 18%), 752.6 ([M+2H]", 100%), 1504.2 ([M+H]
19%).

4.4.3. Aminooxoacetyl-Arg-Pro-NH (27)

Os_ _NH,
0
P
HZN\O/Y - N
o \

NH

HoN NH

Das Boc geschitzte und aminofunktionalisierte DijefBoc-HN-O-acetyl-Arg-Pro-Nh
wurde nachAAV1 an Rink Amid MBHA Festphase synthetisiert (2fihol). Nach der
Abspaltung vom Harz und der Entfernung der Boc-&druppe AAV6) wurde das
aminofunktionalisierte Dipeptid mittels préaparatividPLC S5,G9 gereinigt und mittels
analytischer HPLC @3,S2, ESI-MS und LC-MS analysiert. Nach dem Lyophédign
wurden 49 mg (142mol, 65% Ausbeutel7 als weisses Pulver erhalten.

ESI-MS: 344.3 ([M+H], 100%), 384.4 (IM+K], 98%).

LC-MS: R = 0.22’; 344.3 ([M+H], 100%).

4.4.4. 4-Fluorbenzyloximacetyl-Pro-GIn-NH (28)

v 15

NH

HoN NH

Aus einer Stammldsung v&y¥ (2 mg, in 1 ml HO) wurden 5Qul (1 eq, 290 nmol) in ein 1.7
ml prelubricated Eppendorfgefass vorgelegt. B00.1 M Citratpuffer (pH3) und 3.4l (1.1
eq, 95 mM, 320umol) 4-Fluorbenzaldehyd wurden zum Peptid gegebed bei RT

inkubiert. Nach bestimmten Zeitpunkten wurde eimebB entnommen und mittels HPLC
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(G3,S2 analysiert. Nach 2 h wurde die Reaktion abgelenalind das entstandene Produkt
(28) mittels ESI-MS und LC-MS identifiziert.

ESI-MS: 450.5 ([M+H], 100%).

LC-MS: R = 1.12’; 450.3 ([M+H], 100%).

4.45. Aminooxoacetyl-[Thf,Met(O,)"}]-Substanz P (29)

H

N. _O
2 S\
, oo - o
H H
H H H
ONA B o = o 2 0

o]
Y NH
O:S
/1
0]

~

Das Reagenz Boc-aminooxyl-essigsaure wurde gef&d¥4 an das von Stephan Good zur
Verfugung gestellte Peptid Fmoc-[FiMet(O,)*Y]-Substanz P (SG111) an der Festphase
gekoppelt (774umol). Nach der Abspaltung vom Harz und der Entfaghder Schutzgruppen
(AAV6) wurde das aminofunktionalisierte PeptRBY mit der praparativen HPLCSB,G7)
gereinigt und mittels HPLC G33,S2, ESI-MS und LC-MS analysiert. Nach dem
Lyophilisieren erhielt man 12 mg (82nol, 10.6% Ausbeute&)9 weisses Pulver.

ESI-MS: 499.9 ([M+K+2H{*, 75%), 1459.2 ([M+H], 100%).

LC-MS: R = 1.42"; 730.2 ((M+2H}*, 100%).
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4.4.6. 4-Fluorbenzyloximacetyl-[Thf,Met(O,)'Y]-Substanz P (30)

H
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Aus einer Stammlésung v@® (1 mg, in 1 ml HO) wurden 3Qul (1 eq, 20.6 nmol) in ein 1.7
ml prelubricated Eppendorfgefass vorgelegt. tD0.1 M Zitratpuffer (pH3) und 3.7l (1.1
eq, 6.1 mM, 22.7umol) 4-Fluorbenzaldehyd wurden zum Peptid gegebed im
Trockenschrank bei 60 °C inkubiert. Nach bestimmiitpunkten wurde eine Probe
entnommen und mittels HPLGB,S2 analysiert. Nach 2 h wurde die Reaktion abgel®och
und das entstandene Produ@)(mittels ESI-MS und LC-MS identifiziert.

ESI-MS: 783.5 ([M+2H}*, 75%).

LC-MS: R = 1.57"; 782.7 ([M+2H{", 100%), 1564.6 ([M+H], 16%).
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4 5. Circulardichroismus

Die Lyophilisate defLu-DOTA-dPEG(-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24) Verbindungen
wurden in Wasser gelost und UV/Vis spektrometisch= (280 nm,g(Trp) = 5600) gemass
AAV 7 auf eine Konzentration von 5Q{M eingestellt. Die Lésungen wurden mit 0.01 M
PBS-Puffer (pH 7.4) auf 50M verdinnt.

Die Messungen des Circulardichroismus wurden be&iC3durchgefiihrt. Die Scans wurden in
einem Bereich von 190 nm bis 260 nm, mit einer dragonszeit von 4.0 s und einer
Bandbreite von 1 nm aufgenommen. Die Losungen wumdesiner 0.2 cm breiten Kivette
gemessen. Fur jede Substanz wurden 2 unabhangigsultgen durchgefuhrt, die mit den
jeweiligen Puffer-Basis Spektren subtrahiert wurd®me Daten wurden in millidegrees
(mdeg, Theta Einheif) dargestellt. Damit die Sekundarstruktur der Sartmstn bestimmt
werden konnten, mussten die Circulardichroismueaon der Einheit mdeg in die Einheit
Delta EpsilonAe konvertiert und mit den Algorithmen CDSSTR dert®afe DICHROWEB

kalkuliert werden Gleichung 4.

Ag =9 [{0.1MRW / | [t [13298) Gleichung 4
O gemessene Elliptizitat (mdeg)
MRW: mean residue weight
I: Kivettenbreite in cm
c: Konzentration in mg/ml

4.6. Log D-Bestimmung

Um die Hydrophilie einer Substanz zu bestimmen, deuder logD-Wert der dPEG
Analogen mittels ,shake flask* Methode eruiert.8al DOTA-dPEG-BN(7-14) (x =0, 2, 4,
6, 12, 24) wurden mit 1 mCi’LuCl gemasAAV 10 markiert. Die Markierlésung wurde in
physiologischer NaCl-Lésung auf 100 nM verdiunntv@awurden 1Qul zu einer Emulsion
aus 500ul PBS (pH 7.4) und 500l 1-Octanol gegeben. Mittels Vortex wurde die Enuars
gut durchmischt. Nach 1 h Inkubation bei RT am $idriwurde die Emulsion nochmals
mittels Vortex homogenisiert und anschliessend 1® zentrifugiert (5000 x g). Es wurden

Aliquots zu 10Qul PBS (gg9 und 1-Octanol () in dreifacher Ausfertigung gesammelt und
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mittels y-Counter quantifiziert. Der Verteilungskoeffizieldg D wurde mit der folgenden

Gleichung(5)berechnet.

logD = log (&c{Cras) Gleichung 5

4.7. Serum- bzw. Plasmastabilitdtsstudien

Das frisch entnommene Blut im Serum- bzw. Plasmafawurde auf RT abgekihlt. Durch
die Zentrifugation (5 min, 2000 x g) wurde die Blugpension in Uberstand (Serum, Plasma,
gelbe klare Flussigkeit) und Sediment (zellularestandteil) getrennt.
30 pmol radioaktiv markiertes Peptid (spezifiscHeivitat: 3 nmol / 5mCit’’LuCls, 15 nmol
/' 5 mCi**™cOy, 3 nmol / 1 mCi**inCls;, 3 nmol / 0.5 mCFP’GaCk) wurden zu 1.5 ml
frischem Blutserum bzw. —Plasma gegeben und imsBhuank (5% Cg 37 °C) inkubiert.
Zu bestimmten Zeitpunkten wurden 1ADSerum (Plasma) zu 204 Ethanol (>99% pure)
gegeben und der Proteinanteil ausgefallt (kleige®unter Réhrchen). Die entstandene
Suspension (weisser Festkorper) wurde gut mit ggreBdorfpipette durchmischt und der
Uberstand nach der Zentrifugation (5 min, 5000 xngkin weiteres Rohrchen pipettiert.
Weitere 200ul Ethanol (>99% pure) wurden zum Uberstand gegelrah gut gemischt
(Tribung), dabei wurden weitere Proteine ausgef8ldch der Zentrifugation wurde der
resultierende Uberstand erneut in das zweite Réhrgbipettiert. Die vereinten liquiden
Phasen und das Sediment wurdenyg€ounter gemessen. Der Uberstand wurde tiber einen
Membranfilter filtriert und mittels Stickstoffzufuhauf 50l aufkonzentriert. 2Qul wurden
dann mittels HP1050 HPLC (20l loop) analysiert und mit dem Radioaktivitditsmonit
wurden Peptid und Metaboliten detektiert.
Folgende Gradienten und Saulen wurden fir die [Bitdstudien verwendet:
G1,51:Y""Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14),*"Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14), " "Lu-DOTA-dPEG-
BN(7-14), "Lu-DOTA-dPEG+BN(7-14), ""Lu-DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14),
'Ga-DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14), *"Lu-DOTA-dPEG-[B-Ala*Y]-BN(7-14), *""Lu-
DOTA-dPEG-[B-Ala'!,Met(O)-BN(7-14);
G4,53}""Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14), *in-DOTA-ahx-BN(7-14),*°™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-
14);
G5,53"Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14).
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Die Halbwertszeit der Peptide im Serum bzw. Plasmade mittels Origin 7.5 Software
ausgerechnet. Eine Exponentielle Funktion (Gesathgkeitsgesetz Reaktion 1. Ordnung)

wurde durch die experimentellen Daten gelegt.

4.7.1. Identifikation der enzymatisch entstandenerMetaboliten von *"’Lu-DOTA-
dPEG»-BN(7-14) und*"Lu-DOTA-dPEG 1-BN(7-14)

Fur die Identifikation der enzymatisch entstandeMetaboliten von'’’Lu-DOTA-dPEG-
BN(7-14) und!"Lu-DOTA-dPEGBN(7-14), wurden gem&sAAV 2 und AAV 1 die
potentiellen Fragmente synthetisiert, jedoch nigbteinigt. Die Fragmente wurden nach
AAV 10 mit einer spezifischen Aktivitat von 6 nmol Peptid mCi*"'LuCls;) markiert und
mit dem analytischen HPLC-System (HP1050; S2, Gdyetrennt. Um die Identifizierung
eindeutig zu bestatigen, wurden Koinjektionen nmeh dootentiellen Fragmenten und dem
extrahierten Serumiiberstand des Peptitfésu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (6h Zeitpunkt)
durchgefuhrt.

Fur die Metaboliten-Identifikation und das Koinjektsstudium des Peptid$’Lu-DOTA-
dPEG2-BN(7-14) wurde die gleiche Vorgehensweise gewgbaltoch ein anderer Gradient
(S2, G5) verwendet.

4.7.2. Zersetzungskinetik von "Lu-DOTA-dPEG ,-BN(7-14) und ""Lu-DOTA-
dPEG;»-BN(7-14)

Die Zersetzung der PeptidéLu-DOTA-dPEG-BN(7-14) und*”’Lu-DOTA-dPEG»BN(7-
14) sowie deren Metaboliten wurden mittels HPLClysiart und verfolgt. Die Auswertung
erfolgte mit der Software Origin 7.5. Durch die Bpunkte der Peptide bzw. deren
Metaboliten wurden folgende Funktionen (Geschwikeitggesetz, Reaktion 1. Ordnung,
Gleichung 6fur intaktes PeptidGleichung 7fur 1. Metabolit undGleichung 8ftir 2. und 3.
Metaboliten) gelegt.

_ Ky
[A] =100C&™ Gleichung 6

[B] = 1000 (e — )
Ko =k, Gleichung 7
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[C] =100 14— gk Ee‘kztj

ki =k, ko ~k, Gleichung 8

4.7.3. Inhibitionsversuch der Enzyme

Zur Untersuchung der Enzymblockierung wurden drgerschiedliche Inhibitoren getestet:
EDTA (Metallprotein Inhibitor), Phosphoramidon (NERhibitor) und Captopril (ACD
Inhibitor). 3.6 umol Inhibitor wurden zu 1.5 ml Serum gegeben undri® im Brutschrank
(5% CQ, 37 °C) inkubiert. Danach wurden 30 pmi6Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) zu der
inhibierten Lésung gegeben und 96 h im Brutschrés#% CQ, 37 °C) inkubiert. Nach
bestimmten Zeitpunkten wurde eine Probe entnommaed wie im Kapitel 5.7.1.
aufgearbeitet und mittels HPLC analysiert.
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4.8. Zellversuche

48.1. PC-3 Zelllinie und Kultur

Die Zellversuche wurden mit menschlicher caucaprastate PC-3 Zelllinie durchgefuhrt.
Diese adhéarent wachsenden Zellen wurden in Dulbeddodified Eagle Medium (DMEM,
unter Zusatz von 10% Foetal Calf Serum (FCS), 1%idikn/Streptomycin und 2% L-
Glutamin in 175 ciZellkulturflaschen bei 37°C in einer mit 5% @ngereicherten Luft in
einem Brutschrank kultiviert. Ein kompletter Wedhdes Nahrmediums bzw. eine Passage
erfolgte alle 3 Tage. Die Subkultivierung der Zellerurde unter sterilen Bedingungen in
einer Workbench durchgefiuhrt. Hierzu wurde zunactias Medium aus der Flasche
abgesaugt und der Zellteppich vorsichtig mit 2 mypBin benetzt. Nach 2 min wurde das
Trypsin abgesaugt und eine weitere Trypsinierungn(Rfir 5min bei 37°C im Brutschrank
durchgefuhrt. Die abgelésten Zellen wurden in eingd ml Falcon pipettiert, die
Kulturflaschen mit Medium nachgewaschen und diaultesende Zellwaschlésung zum

Falcon gegeben. Die Passage erfolgte im Verhdltbis

4.8.2. Internalisierung

Internalisierungs- und Externalisierungsexperimeviteden mit der GRP-Rezeptor positiven
PC-3-Zellinie in Zellkulturplatten durchgefiihrt. éKultivierung der Tumorzellen wurden in
DMEM und unter Zusatz von 10% FCS Antibiotika sowiitamin durchgefihrt.

In Zellkulturplatten (,6-well-plates®, 6 Vertiefugn) wurden am Tag vor dem Experiment
pro Vertiefung 18 PC-3-Zellen per Combipipette (sterile Pipetterfgatragen und 3 ml 1%
FBS-Medium beigefiigt. Die Zellen wurden tber NachtBrutschrank (37 °C, 5% G
inkubiert. Nach ca. 18 h wurde das Medium entfedet, adharente Zellteppich mit 2 ml 1%
FBS Medium gewaschen und pro Vertiefung 1.25 mIACG&-Medium mittels steriler 254
Combipipette beigefugt. Die Zellen wurden nochniat h im Brutschrank (37 °C, 5% GO
inkubiert.

Nach dem Inkubieren wurden in den oberen 3 Ventigém 15Qul Blockierlésung (250 pmol,
1.67 umol/l unmarkiertes Peptid, der untersuchenden &uobytund in den unteren 3
Vertiefungen 150ul 1% FCS Medium zum Volumenausgleich gegeben. Danaarde in
jede Vertiefung 15Qul des mit dem gewiinschten Radioisot8fGe, **in, *""Lu, %°™Tc)
markierten (AAV 10, 11, 12) Peptides (0.25 pmog7Lnmol/l) mittels 15Qu Combipipette
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beigefugt. Die Zellkulturplatten wurden in den Bxthrank gestellt und nach festgelegten
Zeitpunkten (0.5 h, 1h, 2h, 4h, 6h) fur das Expentrherausgenommen.

Nach der Inkubationszeit wurde die Zellplatte aif g§elegt, das Medium entfernt und in 7.5
ml y-Counter-Réhrchen gesammelt. Die adhérenten Zelleden zweimal mit 1 ml eiskalter
Phosphatpufferlosung (PBS, pH 7.2, 0 °C) gewascineindie abpipettierte PBS-Losung zum
bereits gesammelten Medium gegeben.

Die Zellen wurden dann auf Eis zweimal 5 min mitl Biycinbuffer (0.05 M Glycin, pH 2.8,

0 °C) behandelt. Die abpipettierten Glycinlésungamrden ebenso ig-Counter-Réhrchen
gesammelt.

Als letzter Schritt wurde der Zellteppich mit 1 a1 NaOH-L6sung versetzt und 5 min im
Brutschrank (37 °C, 5% Cfinkubiert. Der dabei abgeldste Zellteppich wuinleseparaten
y-Counter-Rohrchen gesammelt. Die Vertiefungen wardanach zweimal mit 1ml 1M
NaOH-LOosung gewaschen und dabei wurden die abmpett Lésungen zu der bereits im
Rohrchen vorgelegten Zellsuspension gegeben. Ahaktienen wurden in dreifacher
Ausfertigung gesammelt und die Radioaktivitat wundié demy-Counter quantifiziert. Die
rezeptorspezifische Internalisierung wurde ausRifferenz zwischen den nicht blockierten

und den blockierten Fraktionen in % der eingesetaldivitat.

Um die Zellzahl zu bestimmei&(eichung 9, wurde eine separate Zellkulturplatte angesetzt.
Nach einer Inkubationszeit von 4 h im BrutschraBk {C, 5% CQ) wurde der Zellteppich
durch Behandlung mit 1.5 ml Trypsin entfernt. j0l0Zellsuspension wurden zu 1Q4
Trypanblau gegeben und gut durchmischt. Eine Prdéon wurde in die Neubauer-
Zahlkammer (pro Quadrat: 0.1 mr» 0.1 pl) pipettiert und die Zellen anschliessend unter
dem Mikroskop gezahlt.

N_eien = Frerdnnung Petzan 107 Gleichung 9

Nzelen : Totale Zellzahl
Fverainnung Verdunnungsfaktor

Deizan. DUrchschnittliche Zellzahl

4.8.3. Externalisierung

FUr das Externalisierungsexperiment liess man die3FZellen 2 h im Brutschrank das
untersuchende Radiopeptid internalisieren (Inté&siggingsplatte 2h, siehe oben). Die Zellen

wurden dann zweimal mit PBS gewaschen und zweidrdd imin mit Glycinbuffer inkubiert,
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danach wurden 3 ml 1% FCS Medium den Zellen zugegeNach festgelegten Zeitpunkten
(5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 60 min, 120 min,02¢in) wurde ein Mediumwechsel
vorgenommen, dabei wurden die abpipettierten Foakt in y-Counter-Rdhrchen
gesammelt. Nach dem 240 min Wert wurde der Zelldppwie bei dem
Internalisierungsexperiment dreimal mit 1 ml 1M Nd&Q06sung behandelt. Alle Fraktionen
wurden in dreifacher Ausfertigung gesammelt und Hedioaktivitat wurde mit deny-

Counter quantifiziert.

4.8.4. Bioverteilung

Die Tierversuche wurden geméass den eidgendssisébesthriften durchgefuhrt und durch
das schweizerische Bundesamt fur VeterinarweseilliggyBewilligungsnummer 789). Die
Tiere wurden artgerecht im Tierstall des Departdmdforschung des Universitatsspitals
Basel in Gruppen zu 6 Tieren pro Box gehalten.

Fur die Bioverteilung wurden 5 Wochen alte weibdiclathymic nackt nu/nu Mause
eingesetzt. Den Mausen wurden unter Narkose (3 \stfturan / 0.6 | @min) 10 PC-3-
Tumorzellen in 15l PBS subkutan in das Genick inokuliert (animpfereeZellkultur, dies

in vivo). Nach ca. 12 Tagen bildeten die Mause einen riggtdlbaren Tumor mit einem
Durchmesser von 0.5 — 1.0 cm. Den PC-3 Tumor tedgerMausen wurden dann unter
Narkose (3 vol% Isofluran / 0.6 Inin) 10 pmol der zuuntersuchenden markierten anlast
(13 — 25 ng Peptid / 185 kBq) in 10 1%-iger HSA-LOsung in die Schwanzvene injiziert.
Zur Bestimmung der nichtspezifischen Anreicherung Tumor und in GRP-Rezeptor
positiven Organen wurden einer Kontrollgruppe (3 -Mause) zusatzlich 16 nmol der
zuuntersuchenden, nicht radioaktiven Substanz ikgnj. Nach festgelegten Zeitpunkten (4
h, 24 h) wurden die tumortragenden Tiere ernewtrudarkose gesetzt (3 vol% Isofluran / 0.6
| Oz/min) und anschliessend mit GQ@etotet. Den Tieren wurden Blut, ausgewahlte Cggan
und der Tumor entnommen, in ein tariegSounter-Réhrchen transferiert, gewogen und die
Aktivitat anschliessend mittelg-Counter quantifiziert. Bei der Auswertung wurdeie d
gemessenen Aktivitaten der Organe auf die totaierfe Dosis pro Maus und pro Gramm

Gewebe (% ID/g Gewebe) normiert.
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5. Zusammenfassung/Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Projekte ausi@aon Bombesin-Agonisten und ein
Projekt auf Basis des Peptids Substanz P bearb&ltetPeptidderivate wurden mittels eines
semiautomatischen Peptidsynthesizers und der Froogt&ruppenstrategie an der
Festphase synthetisiert.

1. Im ersten Projekt wurde eine Serie von Bombe&arivaten mit unterschiedlich langen
Polyethylenglycol-Spacer-Einheiten (dPEG) zwiscdem Peptid und dem DOTA-Chelator
synthetisiert und mit’’Lu markiert. Der Einfluss der Spacerlange auf dieldgischen
Parameter der Verbindung8#*’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12, 24) wurde
mittelsin vitro- undin vivo-Experimente evaluiert.

Die Bindungsaffinitatsstudien mit GRP-Rezeptor @xpgrenden Membranen zeigten fir
Bombesinderivate ohne Spacer bzw. mit langem Spaaes 1Go-Werte. Es lasst sich daraus
schliessen, dass Bombesinderivate einen Spacetidgemélst der Spacer jedoch zu lang,
wird durch die sterisch anspruchsvolle Ethylenglgktheit die Bindungsaffinitat des
Liganden zum Rezeptor herabgesetzt, wie es im Bab*Lu-DOTA-dPEG4+BN(7-14) zu
sehen ist.

Am Beispiel des DOTA-dPE{&B-Ala*']-BN(7-14) wurde beobachtet, dass wahrend einer
17 u-Markierung das oxidiert¥ Lu-DOTA-dPEG-[B-Ala'’,Met(O)]-BN(7-14) als Neben-
produkt entsteht. Die Verhinderung dieser Radioligesehr wichtig, da ansonsten das
Bombesinderivat seine Bindungsaffinitdit zum GRPdpear (1IGy-Wert > 1000) vollstandig
verliert. Durch einen 1000-fachen Uberschuss efmxidationsmittels wie Methionin zur
Markierlosung kann dies erreicht werden.

Die Stabilitatsexperimente im humanen Blutserunyteei, dass di¢’’Lu-DOTA-dPEG-
BN(7-14)-Derivate mit der Zunahme der Spacerlang&tabilitat gewinnen. Es wurden zwei
Hypothesen fur diese Ursache aufgestellt: Erstans klavon ausgegangen werden, dass die
Spacerlange einen Einfluss auf die SpaltungsdtieltePeptidsequenz hat, da moglicherweise
unterschiedliche Peptidasen involviert sind. Zwestebesteht die Moglickeit, dass die
Analoga abweichende Konformationen haben, was deund> fir die biologisch
unterschiedlichen Halbwertszeiten sein konnte.

Sowohl bei kurzem als auch bei langem Spacer wurdien gleichen enzymatischen
Spaltungsstellen gefunden. Die Abbaukinetik hatleeq, dass der vollstandige Abbau zwar
beim '"’Lu-DOTA-dPEG-BN(7-14)-Derivat einen leicht anderen Weg als béiffiu-
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DOTA-dPEG,-BN(7-14)-Derivat einschlagt, jedoch die erste unchassgebende
Metabolisierung vermutlich durch das gleiche Enzwmfolgt. Das Enzym wurde als
Angiotensin Converting Enzym identifiziert und l&assch durch die Substanz Captopril
inhibieren.

Durch Circulardichroismus-Messungen 88 u-DOTA-dPEG-BN(7-14) (x = 0, 2, 4, 6, 12,
24)-Analoga wurde die zweite Hypothese untersublats Derivat ohne Spacer bzw. die
Analoga mit einem kurzen Spacer zeigten einen halasom coidCharakter und die
Analoga mit einem langen Spacer zeigten Hlsaeet-Strukturen. Dieses Ergebnis deutet an,
dass Peptide mit hohererg-sheet-Charakter somit eine hodhere Resistenz gbgenl
Peptidasen im humanen Blut aufweisen. Dies konmbe &estatigung fur die zweite
Hypothese sein, wobei die Ladnge des Spacers di¢okuation der Analoga beeinflusst und
damit auch die Serumstabilitat.

Durch das Einfuhren eines hydrophilen Spacers wurdiesucht, die Hydrophilie des
Radiopharmakons zu erhdhen und damit die Aufersthalter im Blutkreislauf zu
verlangeren, was einer hoheren Anreicherung desoBlaarmakon am Zielort fihren sollte.
Der in vivo-Versuch bestédtigte jedoch nicht den angenommendfektE Die
Bioverteilungsstudien zeigten bereits nach 4 h sétulrige Blutwerte, was auf eine rasche

Ausscheidung der Radiopeptide hindeutet.

Die Lange des dPEG-Spacers hat vor allem einericlean Einfluss auf die enzymatische
Stabilitat und ebenso auf die Bioverteilung. Img&ineinen zeigt von allen Analod4Lu-
DOTA-dPEGBN(7-14) die besten pharmakologischen Eigenschaft®©er hohe
Tumoruptake, sowie ein hohes Tumor-zu-Nieren- uanchdr-zu-Leber-Verhaltnis bieten die

besten Voraussetzungen fir den Einsatz in derlini

2. Da das metastabif@™Tc sehr gute radiochemische und kernphysikalisdgerSchaften
besitzt und durch die Verfiigbarkeit als Generathidudem **!in tiberlegen ist, wurde ein
neues Bombesin-Derivat entwickelt, das fiir é1f& c-Markierung geeignet ist.

Im zweiten Projekt wurde somit Cyclam-ahx-BN(7-14usgehend vom neuartigen
zyklischen N4-Chelator C-Carbonsaure-Cyclam und dem an der Rastp gekoppelten
Peptid ahx-BN(7-14) hergestellt. D¥é"Tc-Markierung des neuen Liganden wurde anhand
der konventionellen Markierungsprozedur féeyklische Chelatoren nachNock et al.
optimiert. Die Markierungszeit konnte durch Temperarhhung von RT auf 95°C und dem

Verzicht auf Transferliganden von 45 min auf 15 merkirzt werden. Nach dieser neuen
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Markierungsvorschrift wurde in der Regel bei eingpezifischen Aktivitat von 12.8
MBg/nmol eine Markierausbeute > 97% erreicht.

Das neu entwickelte Derivat™Tc-Cyclam-ahx-BN(7-14) wurde mit dem vd#ofmann et
al. publizierten™in-DOTA-ahx-BN(7-14)in vitro verglichen.

Bezogen auf die Bindungsaffinitdt zum GRP-R zeigt dnkomplexierte Ligand Cyclam-
ahx-BN(7-14) einen 15fach niedrigerensg®@ert als DOTA-ahx-BN(7-14). Ebenso wurde
fir die %™ c-markierte Substanz eine hohere biologische Haiftszeit im humanen
Blutserum bestimmt als fiit*in-DOTA-ahx-BN(7-14). Die Internalisierung vofr™Tc-
Cyclam-ahx-BN(7-14) war jedoch mit 19.8% deutlicrchlechter als jener der
Vergleichsverbindung mit 32%.

3. Der Bombesinagonist DOTA-Gly-AMBA-BN(7-14) (DOTAMBA) wurde vonLantry et
al. entwickelt undin vitro und in vivo charakterisiert’’'Lu-DOTA-AMBA zeigt fir die
Klinik vielversprechende Resultate, daher war desd des dritten Projekts DOTA-AMBA
nachzusynthetisieren, nfitGa bzw.>"’Lu zu markieren und die Resultate der durchgefihrte
pharmakologischen Experimente miteinander zu vistgé®. Bei positiven Ergebnissen
bietet DOTA-AMBA eine vielversprechende diagnogtscOption durch Markierung mit
dem PositronenemittéfGa.

Der Agonist®’Ga-DOTA-AMBA zeigtein vitro als auchin vivo ahnlich gute, teilweise sogar
bessere Ergebnisse aff’Lu-DOTA-AMBA. Die Bindungsaffinitit zu GRP-R, die
biologische HWZ im humanen Blutserum und die Indsierungsrate waren nahezu
identisch. Der Tumoruptake war mit 5.6% ID/g etbasser im Vergleich zt/'Lu-DOTA-
AMBA (4.5% ID/g). Der Pankreas- und ebenso der MebEenuptake waren jedoch mit
68.8% ID/g respektive mit 18.1% ID/g fast doppelt®ch gegeniibéf'Lu-DOTA-AMBA.

Wird jedoch ein Vergleich zwischéd’Lu-DOTA-AMBA und '""Lu-DOTA-dPEG »BN(7-
14) gezogen, zeigt DOTA-AMBA zwar eine hohere Bingsaffinitdt zum GRP-R und
bessere Internalisierungs- (Faktor 1.5) wie auctemgalisierungsraten (Faktor 1.2), jedoch
besitzt das dPEfz‘Analogon eine bessere enzymatische Stabilitatt¢fek6) und ebenfalls
glinstigere Bioverteilungsdaten. Fiir die Therapierew'Lu-DOTA-dPEGBN(7-14)
vermutlich besser geeignet al4 u-DOTA-AMBA.




5. Zusammenfassung/Schlussfolgerung 123

4. Im vierten Projekt wurde die Oximreaktion zwisntpara->*'At-Benzaldehyd und einem
aminooxyfunktionalisierten Substanz P-Derivat sientll Dazu wurde die Reaktion zwischen
para-Fluorbenzaldehyd und dem Substanz P-Derivat unteéhnlichen
Stoffmengenverhaltnissen einer radioaktiven Matkigr(sehr hohe Verdinnung) untersucht.
Da das Peptid die Aminosaure Lysin enthalt, welehenfalls mit dem Aldehyd zu einem
Imin reagieren konnte, wurde anhand von zwei kurzZglodellverbindungen die
Chemoselektivitat der Aminooxyfunktion Uberprifs wurde ein Tripeptid mit Lysin und ein
Tripeptid mit der Aminooxyfunktion synthetisiert. i Reaktivitdt der verschiedenen
funktionellen Gruppen wurde mit dem Reagepara-Fluorbenzaldehyd anschliessend
untersucht. In saurem Milieu bei pH 3 wurde keireaRion zwischen des-Aminogruppe
des Lysins und dem Aldehyd festgestellt. Eine sibhfeaktion wurde jedoch zwischen dem
Tripeptid mit der Aminooxygruppe und dem Reagenzoblaehtet. Die hohe
Chemoselektivitat der Aminooxy- gegentber der Arfunétion ist somit gewahrleistet.
Optimale Bedingungen fiir die Oximreaktion zwischeminooxyacetyl-[TH,Met(O,)"-
Substanz P ungara-Fluorbenzaldehyd herrschen in Acetat- oder ZitrHigg pH 3 und bei
einer Reaktionstemperatur von 60°C. Nach 60 minden@ine Ausbeute von > 90% erreicht,
wobei das Produkt Fluorobenzylidenoxim-acetyl-Fitiet(0,)]-Substanz P in der
Reaktionslésung bei RT uber 24 h stabil blieb. Bissmple Reaktion ist wegen ihrer
Chemoselektivitat und der kinetisch schnell abladé&n Reaktion fir die Herstellung eines

2LIat-markierten Substanz P-Derivats sehr geeignet.
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