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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Tracerkonzept und seine Bedeutung in der Nuklearmedizin

Anfang des 20. Jahrhunderts erkannten Wissenschaftler das Potenzial radioaktiver
Nuklide oder Verbindungen =zur nicht-invasiven Darstellung physiologischer und
biochemischer Prozesse!'. Heute kann man Radiotracer allgemein definieren als
Zubereitungen, die sehr geringe Mengen eines oder mehrerer Radionuklide enthalten und
deren Strahlungsaktivitit diagnostisch oder therapeutisch genutzt wird. Mit ihnen kann man
einen chemischen, biochemischen oder physiologischen Prozess verfolgen, ohne diesen in
irgendeiner Weise zu beeinflussen. Dabei ist die empfindliche Detektierbarkeit von
Radioaktivitdt ein besonderer Vorteil, da sie z.B. Messungen auch durch ein umgebendes
Medium hindurch ermdéglicht. Anwendung finden Radiotracer in verschiedenen Bereichen:

z.B. zur Aufklirung chemischer und biochemischer Mechanismen sowie in der

Nuklearmedizin'®.

Die heutige Nuklearmedizin nahm ihren Anfang, als H. Blumgart und S. Weiss bereits
1927 fiir erste in vivo-Untersuchungen **Na zur Bestimmung des peripheren Diffusionsflusses
einsetzten™), und G. de Hevesy bald darauf mit **P den Phosphor-Metabolismus bei Ratten
beobachtete!!, wofiir er unter anderem 1943 den Nobelpreis fir Chemie erhielt. Das
Besondere an diesen Experimenten bestand in der Mdglichkeit, nicht nur rein morphologische
Untersuchungen durchzufiihren, sondern durch Verwendung entsprechender Tracer
funktionelle Zusammenhénge in vivo darzustellen. Als Folge dieser Pionierarbeiten
entwickelte sich das heutige Konzept der Radiotracer fiir die Nuklearmedizin: Im Gegensatz
zu den rein morphologischen Darstellungen der MRI (magnetic resonance imaging,
Kernspintomographie) und der CT (computed tomography, Computertomographie) konnen
nuklearmedizinische Methoden zur Messung physiologischer Parameter dienen. Das Prinzip
beruht auf der Verteilung eines Radiotracers im Kdrper bzw. seiner Anreicherung in einem
Organ (z.B. Schilddriise) oder der Ausscheidung daraus (z.B. Nierendurchfluss). Diese
Vorginge sind in vivo aufgrund der Strahlung des Radionuklids extern verfolgbar. Das
wiederum erlaubt Riickschliisse auf die Organfunktion, die regionale Durchblutung, auf
metabolische Umsétze oder die Rezeptorverteilung und -dichte sowie pathologische

Abweichungen.



2 1 Einleitung

1.2 Allgemeine Grundlagen zu Radiopharmaka

In der Nuklearmedizin eingesetzte Radiotracer (Radiopharmaka) kann man in zwei

Hauptgruppen unterteilen: solche,

e deren Biodistribution allein auf ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften

beruht, z.B. *'T’, [°O]H,0 oder [ Tc]-Sestamibil’;

e die aus zwei funktionellen Einheiten bestehen: dem Radionuklid und einem biologisch

aktiven Molekiil.

Tracer der zweiten Kategorie haben in den vergangenen Jahren immer mehr an
Bedeutung gewonnen. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich ausschlieflich mit diesen
Radiotracern, weshalb auf die erste Kategorie nicht weiter eingegangen wird. Das Biomolekiil
bestimmt die Organ- oder Funktionsspezifitit des Radiotracers. Diese Spezifitidt beruht auf
der Akzeptanz in einem bestimmten Stoffwechsel- bzw. Transportprozess oder der hohen
Affinitit zu einem Rezeptor oder Antigen'®. In den meisten Fillen, z.B. in der Onkologie,
sollen sich Radiotracer im krankhaften Gewebe, in oder an biochemisch verdnderten Zellen
anreichern. Dies ist moglich, wenn die molekulare Zielstruktur fiir diese Radiopharmaka
(z.B. Enzym, Rezeptor, Transporter oder Antigen) dort vermehrt ausgeschiittet, présentiert
oder exprimiert wird. Fiir die Herstellung solch komplexer Radiopharmaka ist zum Teil eine
umfangreiche Synthese notwendig. Ein biologisch aktives Molekiill muss chemisch so
modifiziert werden, dass die Einfiihrung eines radioaktiven Nuklids mdglich und einfach
durchfiihrbar ist. Die Radiomarkierung besteht je nach Nuklid und Markierungsmethode aus
mehreren Stufen. Vor der Entwicklung solcher Radiopharmaka bedarf es zundchst folgender

Uberlegungen:

e Welches ist ein geeigneter Ligand (bioaktives Molekiil), um den zu untersuchenden

physiologischen Prozess anzusprechen?

e Welches Bildgebungsverfahren (SPECT/PET) soll angewendet werden? Welches

Radionuklid ist geeignet, und welche Radiomarkierungsmethode soll gewéhlt werden?

Die vorliegende Arbeit behandelt solch eine Entwicklung und in diesem

Zusammenhang die Evaluierung neuer Markierungsmethoden fiir Peptide.
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1.3 Wahl des bioaktiven Molekiils fiir die Tumordiagnostik

Weil Krebserkrankungen nach Herzkreislauferkrankungen eine der héufigsten
Todesursachen in Deutschland sind”), hat der Forschungsumfang fiir Diagnose und Therapie
auf diesem Gebiet stark zugenommen. Die Nuklearmedizin spielt besonders bei der Diagnose
und Therapiekontrolle bdsartiger, zelluldrer Verdnderungen eine Rolle. Neben dem "Staging"
von Tumoren, der Therapieliberwachung sowie der Detektion von Metastasen gewinnt auch

die Radionuklidtherapie immer mehr an Bedeutung'®!.

Eine Moglichkeit fiir die nuklearmedizinische Untersuchung von Krebserkrankungen
besteht in der Darstellung der erhohten Stoffwechselaktivitit bosartig verdanderter Zellen. Zu

diesem Zweck wird 2-['*F]Fluor-2-deoxyglucose (['"*FJFDG) als Glucoseanalogon

(910,11

eingesetz 1. Speziell fiir Hirntumore werden auch radiomarkierte Aminosauren!'? wie

z.B. L-[Methyl-''C]-methionin!"! oder O-(2-['*F]Fluorethyl)-L-tyrosin!'*'*>'®! eingesetzt, die

sich aufgrund von erh6htem Aminosduretransport in Tumorzellen anreichern.

Desweiteren werden  bioaktive  Molekiile verwendet, die spezifisch an

[17,18

Zelloberflichenrezeptoren binden. Hierzu zéhlen z.B. Neurotransmitter'' ' und speziell fiir

8,19]

die Onkologie monoklonale Antikorper und Peptide! Peptide weisen gegeniiber

Antikdrpern entscheidende Vorteile auf:

e Wegen ihrer weit geringeren molekularen Masse zeigen Peptide eine schnellere
Blutclearance und eine schnellere Ganzkorpereliminierung und somit einen geringeren

Hintergrund beim Imaging[19].

e Aufgrund ihrer geringen GroBe diffundieren Peptide leichter ins Gewebe!*"!.

e Peptide I6sen selten eine Immunreaktion aus?"*'*.

e Peptide lassen sich synthetisch herstellen, was Modifikationen fiir eine giinstigere
Pharmakokinetik, eine hohere in vivo-Stabilitit oder eine gesteigerte Selektivitit
ermoglicht. Aulerdem werden dadurch Modifikationen zur Radiomarkierung erleichtert.

e Peptide konnen im Allgemeinen auch unter harschen Bedingungen, die moglicherweise

fiir eine Radiomarkierung nétig sind, eine hohe Stabilitit aufweisen!*!' %!,

Nicht nur wegen dieser Vorteile gewinnen Peptide fiir die Diagnostik eine immer

bedeutendere Rolle. Tumorzellen iiberexprimieren vielfach Rezeptoren fiir peptidische

[9] 24-26] [27,28] [29,30]

Hormone"”, wie z.B. Somatostatin-! , Neurotensin- oder VIP-Rezeptoren

(Vasoactive Intestinal Peptide), so dass dort deren Konzentration im Vergleich zu der auf
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gesunden Zellen deutlich erhoht ist™®*!). Peptide kénnen hoch affin zu ihren Zielstrukturen
sein und dabei hohe Selektivitit aufweisen*. Beruhend auf der hohen Rezeptorexpression in
Tumoren und der hohen Affinitit der Peptide zu ihren Rezeptoren kann eine vermehrte
Aktivitatsanreicherung durch radioaktiv markierte Peptide im kranken Gewebe erreicht
werden. Hier soll nur auf Somatostatin- und Substance P-Analoga weiter eingegangen
werden, da diese Peptide als Modell und Grundgeriist fiir die im Rahmen dieser Arbeit

durchgefiihrten Evaluierungen dienten.

1.3.1  Invivo-Verhalten von radiomarkierten Peptiden

Essentielle Parameter der Pharmakokinetik einer Substanz fiir ihr Verhalten im Korper
sind Absorption, Verteilung, Metabolismus und Ausscheidung (ADME-Parameter).
Rezeptorbindende Radiotracer sollten zusitzlich eine hohe Spezifitit fiir ihre Zielstruktur,
eine niedrige nicht-spezifische Anreicherung und eine Pharmakokinetik aufweisen, die durch
Wahl eines Radionuklids mit geeigneter Halbwertzeit eine optimale Darstellung des zu

untersuchenden Prozesses ermdglicht?!).

Vorraussetzung fiir die Entwicklung eines Peptid-Radiopharmakons ist, dass die
Markierung die Rezeptoraffinitéit nicht beeintridchtigt. Die Markierung darf daher nicht im
pharmakophoren Teil erfolgen. Sie sollte rdumlich moglichst weit entfernt davon stattfinden,

so dass auch keine sterische Hinderung eintreten kann[”

. Eine hohe Rezeptoraffinitit
ermoglicht eine starke Anreicherung des Tracers im Zielgewebe. Da die Rezeptorbindung
aufgrund der vergleichsweise geringen Zahl an Rezeptoren sittigbar ist, ist eine hohe

spezifische Aktivitat des Tracers wichtigh®

, zumal auBerdem eine pharmakologische
Reaktion durch aktive peptidische Tracer in groeren absoluten Mengen unbedingt zu

vermeiden ist.

Neben einer hohen Rezeptoraffinitit ist fiir ein gutes Tumor/Hintergrund-Verhéltnis
eine schnelle Blutclearance wiinschenswert, die unter anderem von der Neigung eines Tracers
zur Plasmaproteinbindung abhédngt. In vielen Fillen ist die Blutclearance radiofluorierter

34351~ AuBerdem ist fiir die Tumordetektion im

Peptide schneller als die radiometallierter
Bereich des Abdomen und aus dosimetrischen Gesichtspunkten (hohe intestinale Dosis) eine
hepatobilidre Ausscheidung von groBem Nachteil. Die Tendenz zur Ausscheidung iiber die

[343637] Metallierte Peptide konnen aufgrund

Leber korreliert mit der Lipophilie eines Tracers
von Transchelatierung durch Proteine (Plasmaproteine oder Glutathion) zusétzlich eine

Retention in der Leber erfahren. Obwohl die Ausscheidung iiber die Niere erwiinscht ist, kann
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auch in diesem Fall eine Anreicherung in der Niere durch die renale Wiederauthahme von
Verbindungen erfolgen. Die renale Retention von Peptiden beruht auf dem Modell der
ladungsabhingigen Endozytose” und nimmt mit steigender positiver Nettoladung zu.
Andererseits kann eine positive Gesamtladung zu einer hoheren effektiven Konzentration des

Tracers an der negativ geladenen Zelloberfliche fithren™*.

Fiir eine hohe Aktivititsakkumulation im Tumorgewebe ist es unabdingbar, dass der
Tracer eine geniigend hohe in vivo-Stabilitdt aufweist, damit das Konjugat aus peptidischem
Vektor und radiomarkierter Gruppe intakt das rezeptorpositive Gewebe erreicht. Zudem ist im
Fall einer intrakorporalen Spaltung des Tracers eine Interpretation der tomographischen
Aufnahmen aufgrund des unbekannten Verhaltens der Abbauprodukte unmdoglich. Es ist von
Vorteil fiir eine hohe Aktivitdtsanreicherung im Tumorgewebe, wenn Tracer von den Zellen
internalisiert und gegebenenfalls intrazelluldr metabolisiert und akkumuliert werden. Obwohl
auch die Internalisierung ein séttigbarer Prozess ist, zeigten Untersuchungen, dass bei einer zu

geringen Ligandenmenge die Internalisierungsrate deutlich abfallt®".

Die meisten vorgenannten Effekte lassen sich nicht isoliert betrachten. Die Verdnderung
einer Eigenschaft kann mehrfache Auswirkungen beziiglich der Rezeptoraffinitit, der

Biodistribution und der Pharmakokinetik haben.

1.3.2  Somatostatin und seine Rezeptoren

Somatostatin  (SST, Somatotropin-Release-Inhibiting-Factor ~ (SRIF)) ist ein
regulatorisches Peptid, welches vor allem von Zellen neuroendokrinen oder sekretorischen
Ursprungs im Zentralen Nervensystem und in den meisten peripheren Organen, wie z.B. im
endokrinen Pankreas, im Darm und in vermindertem Ausmal3 auch in der Schilddriise, den

dB4041 - AuBerdem wird Somatostatin in

Nieren und den Nebennieren ausgeschiittet wir
geringen Mengen von vielen Tumorzelltypen, entziindlichen Zellen und Immunzellen auf
duBere Aktivierung hin freigesetzt!*?. Es gibt zwei native Formen des Somatostatins, das
SST-14 und das SST-28, welches N-terminal 14 zusétzliche Aminosduren trigt
(siche Abbildung 1.1)**!. SST-14 kommt vor allem im Pankreas, im Magen und in neuronalen

Zellen vor, SST-28 dagegen insbesondere im Hirn.

Beide Somatostatine binden an eine aus fiinf Subtypen bestehende Klasse von
membranstindigen Rezeptoren. Diese so genannten Somatostatinrezeptoren (sstl - 5) gehdren

zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren'*”. Die sstl - 5 sind im Menschen mit



6 1 Einleitung

unterschiedlicher Dichte im Hirn, im Darm, in der Hypophyse, der Bauchspeicheldriise, den
Nebennieren, den Nieren, der Schilddriise, in neuroendokrinen und lymphatischen Zellen und
auf Zellen des Immunsystems exprimiert*?. Die meisten sst-positiven Zellen exprimieren
mehr als einen Rezeptorsubtyp'*’. Mittels immunhistochemischer Methoden und
mRNA-Analysen wurde ein komplexes, teils iiberlappendes Muster der Expression der
einzelnen Subtypen (sstl - 5) in Abhingigkeit von Zelltyp und Organismus gefunden***°,
Auf Tumorzellen werden vor allem sst2 und sst5 exprimiert?®***). Besonders vorteilhaft fiir
bildgebende Verfahren ist die Eigenschaft vieler G-Protein gekoppelter Rezeptoren, nach
Bindung von Agonisten als Rezeptor-Ligand-Komplex internalisiert zu werden. Dies stellt die
Grundlage fiir mogliches intrazellulires "Trapping" des Radionuklids bzw. der

radiomarkierten Gruppe dar und ermdglicht ein hohes Tumor-Hintergrund-Verhiltnist*”!,

Die Bindung von Somatostatin und seiner Analoga an die Somatostatinrezeptoren
erfolgt iiber die , Erkennungssequenz* aus Phe’, Trp®, Lys’ und Thr'® (siche Abbildung 1.1),
die zusammen eine B-Schleife bilden. In dieser Sequenz sind Trp® und Lys’ essentiell fiir die
Erkennung, wihrend Phe’ und Thr'® durch dhnliche Aminoséuren wie Tyr bzw. Ser oder Val

ersetzt werden kénnen!*?.

— - —Ala —Gly —Cys —Lys —Asn—Phe—Phe

bzw Tre
' LI sst1 sst2 sst3 sst4 sst5
SST-14 _Lys
Cys —Ser —Thr —Phe—Thr 1.1 1.3 16 0.53 0.9
DPhe—Cys —Phe
Octreotid D;I'rp sst! sst2 sst3 sstd sst5
SMS 201-995 Lys >1000 2.1 44 >1000 5.6
Thr(ol) —Cys —Thr—
DBNal —Cys —Tyr
Lanreotid DTrp sst1 sst2 sst3 sst4 sstd
BIM23014 L)I,s >1000 1.8 43 66 0.62
Thr —Cys—Val
DPhe—Cys —Tyr
. DTrp sst1 sst2 sst3 sst4 sstS
Vapreotid
RC-160 Lys >1000 54 31 45 07
Trp —Cys —Val —~
N-Me)—Ala —Tyr
Seglitid ( ) y \DTrp sst1 sst2 sst3 sst4 sst5
M3678 L)I/s >1000 1.5 27 127 2.0

Phe —Val

Abbildung 1.1: Die Peptidsequenzen von natiirlichem Somatostatin (SST-14 und SST-28) sowie einiger
Analoga mit ihren Affinititen zu den Somatostatinrezeptorsubtypen sstl — 5 (rechts, K; [nM],
gegen ['*I]-LLT SST-28)%°1,
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1.3.3  Klinische Anwendung von Somatostatinanaloga

Im Rahmen des therapeutischen Einsatzes von Somatostatinanaloga wurden Derivate
entwickelt, die eine hohere in vivo-Stabilitiat aufweisen als natiirliches Somatostatin. In den
meisten Féllen fiihrten die Verdnderungen der Peptidsequenz und -struktur zu einer erhdhten
Selektivitit fiir sst2 und sst5P%°"! (Abbildung 1.1). In einigen Verbindungen, z.B. dem
Octreotid”*, wurde durch den Einbau von D-Phe' und D-Trp* anstatt ihrer L-Analoga dem
Abbau durch Peptidasen entgegengewirkt. Zusétzlich wurde aus gleichem Grund das
C-terminale Thr durch den korrespondierenden Aminoalkohol Thr(ol) ersetzt. Die
Konformationsstabilisierung der B-Schleife erfolgte durch eine Disulfidbriicke (Cys* und
Cys’). Das metabolisch so stabilisierte Somatostatinderivat Octreotid (biologische

[42]

Halbwertzeit ca. 90 min gegeniiber 3 min von natlirlichem Somatostatin) mit der

Peptidsequenz  D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol) wird zur Therapie von

sst-positiven Tumoren eingesetzt™. Wegen ihrer hohen Bindungsaffinitit zu sst2 und sst5
wurden Octreotidderivate mit verschiedenen Radionukliden markiert und als Radiotracer zur
Visualisierung sst-positiver Tumore mittels SPECT oder PET!"***¥ evaluiert. Fiir die
Routine-sst-Szintigraphie hat sich Octreoscan ([""'In-DTPA"]Octreotid™*,
DTPA = Diethyltriaminpentaessigsdure, Mallinckrodt Inc.) trotz moderater Rezeptoraffinitit
(~ 22 nM) und hoher Nierenaufnahme in der klinischen Anwendung wegen seiner einfachen

Radiomarkierung und seiner ansonsten sehr geeigneten Pharmakokinetik etabliert.

Alternativ wurde in der Sequenz des Octreotids das Phe® durch ein Tyr’ ersetzt, um eine
einfache Radioiodierungsmethode zu erméglichen[ss]. Dieser Austausch der Aminosduren
bewirkte auBerdem eine erhohte Rezeptoraffinitit und eine verbesserte Tumoranreicherung.
Dies wurde bei der Entwicklung von DOTA-Tyr’-Octreotid (DOTA-TOC) ausgenutzt,
welches mit Radionukliden wie ®*Ga oder *°Y markiert fiir Diagnose und Radionuklidtherapie

sst-positiver Tumore eingesetzt wird>®>".

In Affinititsstudien zeigte sich, dass ein C-terminales Thr® im Tyr’-Octreotat (TOCA)
die Selektivitdt der Verbindung fiir den sst2-Rezeptor erhoht und die Affinitdt zum
sst3-Rezeptor senkt'®”. AuBerdem wird die Tumoraufnahme und damit das Tumor/Organ-
Verhiltnis durch den Ersatz von Threoninol gegen Threonin gesteigert!*”***. Die reduzierte
positive Gesamtladung von TOCA-Verbindungen aufgrund des in vivo deprotonierten
C-Terminus sollte die Nierenanreicherung durch Verminderung der ladungsabhingigen

Endozytose senken.
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Durch Glykosylierung biologisch aktiver Peptide kann die Aufnahme in der Leber
reduziert, die Ausscheidung iiber die Nieren gesteigert und die in vivo-Stabilitit erhoht
werden!***6%4 Zysitzlich kann eine Glykosylierung, vor allem die mit Glucose, zumindest
im Fall von Octreotidderivaten, eine Erhdhung der Tumoraufnahme bewirken!***>*). Studien
zeigten, dass Glykosylierung am N-Terminus von TOC und Ersatz von Thr(ol) durch Thr
einen synergistischen Effekt auf die Tumoraufnahme haben!***". Radiomarkierte
Octreotidderivate wie Mtr-TOCA!***! und Gluc-Lys(['*F]fluorpropionyl)TOCA!®®!, die von
diesem Effekt profitieren, wurden in klinischen Studien mit vielversprechendem Ergebnis

untersucht.

1.3.4  Substance P und ihre Rezeptoren

Substance P (Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-OH)  ist  ein
Neuropeptid, das zur Familie der Tachykinine gehort und bevorzugt an den NK1-Rezeptor
bindet. Es wird sowohl im =zentralen als auch im peripheren Nervensystem als
Neurotransmitter und Neuromodulator ausgeschiittet'®” und spielt eine Rolle fiir das
Schmerzempfinden sowie fiir die Vasodilatation®®. Die NK1-Rezeptoren werden vor allem
auf Hirn- und Lymphzellen sowie Zellen der Blutgefdfle, der glatten Magenmuskulatur, der

Atemwege, des Thymus, der Schleimdriisen und des Immunsystems exprimiert!®”],

Fiir die klinische Anwendung eines radiomarkierten Substance P-Derivats ist die hohe
Rezeptorexpression auf Glioblastomen, aber auch in etwas geringerem Maf3e bei medullidren
Schilddriisenkarzinomen, bei kleinzelligem Lungenkrebs, bei Pankreas- und bei Brustkrebs
von Bedeutung. AuBBerdem werden NK1-Rezeptoren bei vielen Tumoren auf den tumoralen
und den peritumoralen BlutgefiBBen exprimiert und ermoglichen so eine indirekte
Visualisierung der Krankheitsherde!®”!. Um diese Rezeptorverteilung auszunutzen, wurde von
Breeman et al. ein vielversprechendes Substance P-Derivat entwickelt. Dieses wurde am
N-Terminus, der fir die biologische Aktivitit nicht essentiell ist, mit ['''In-DTPA]

markiert!’")

. Da Substance P ein hochwirksames Neuropeptid ist, muss die applizierte
Peptidmenge sehr gering sein (bereits 2.5 — 5 pg zeigten bei Patienten eine ungewiinschte,
physiologische Wirkung). Da die Halbwertzeit von Substance P als Neuropeptid im Blut kurz

st (tjp=ca.3-4 min)[7°]

, stellt es folglich keine ideale Leitstruktur fiir einen Radiotracer dar.
Allerdings kann Substance P aufgrund der vaskuldren Rezeptorexpression Tumoren
visualisieren, die keine anderen Rezeptoren exprimieren”. Diese Anwendungsmoglichkeit

stellt einen entscheidenden Vorteil zu anderen Neuropeptidanaloga dar.
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14 Diagnostische Methoden der Nuklearmedizin
1.4.1  Single Photon Emission Computed Tomography - SPECT

Fiir die SPECT verwendete Nuklide zerfallen unter Abgabe von y-Strahlung mit einer
Energie zwischen 50 und 400 keV!"""!. Zur Detektion werden diese nach Auftreffen auf einen
y-Kamerakopf durch Interaktion mit einem Nal(TI)-Kristall (Szintillator) in Lichtquanten
umgewandelt, welche in Photomultipliern ein elektrisches Signal auslosen (Abbildung 1.2).
Um die Quelle der y-Strahlung lokalisieren zu konnen, muss jedem Photon eine Richtung
zugeordnet werden. Dazu wird ein Bleikollimator vor dem Szintillator angebracht, der mit
vielen parallelen Lochern versehen ist. So werden schridg auftreffende Photonen im Blei
absorbiert (Abbildung 1.2, B), und nur senkrecht einfallende Photonen erreichen die
Szintillatorschicht und erzeugen ein Signal (Abbildung 1.2, A). Aus diesem Signal wird
computergestiitzt ein zweidimensionales Szintigramm erzeugt. Insgesamt treffen nur maximal
0.01 % aller y-Quanten auf den Szintillator, was die Sensibilitit der Methode stark

herabsetzt!’ ",

zweidimensionales Szintigramm
a

Software
Photomultiplier
g
T I T Szintillator
A
Collimator

Abbildung 1.2: Vereinfachtes Schema zur Funktionsweise einer y-Kamera (mit Q = Quelle der y-Strahlung,
Q* =imagindre Quelle der y-Strahlung, A = ungestreutes, signalauslosendes vy-Quant,
A* = gestreutes, signalauslosendes y-Quant, B = ungestreutes, im Kollimator absorbiertes
v-Quant, C = ungestreutes, nicht aufgefangenes y-Quant)

Um die Ausbeute zu erhdhen, sind neuere y-Kameras mit zwei oder mehr Detektoren
ausgestattet, so dass ein Teil der in andere Richtungen ausgestrahlten y-Quanten
(Abbildung 1.2, C) zusitzlich aufgefangen werden kann. Ein Anteil der y-Quanten wird
allerdings durch Wechselwirkung mit Materie (Comptonstreuung), z.B. im Korper, unter

Energieverlust abgelenkt. Wenn ein solches Quant den Kollimator passiert



10 1 Einleitung

(Abbildung 1.2, A*), scheint es einer Ortlich anderen Quelle zu entstammen

(Abbildung 1.2, Q¥). Dieser Fehler kann durch einen Energiefilter ausgeglichen werden!”".

Um eine dreidimensionale Darstellung der Radioaktivitidtsverteilung zu erhalten,
rotieren die Detektoren fiir einzelne Aufnahmen um den Korper des Patienten
(siche Abbildung 1.3). Mit dieser Methode kann man durch Kombination der einzelnen
Projektionen ein Ganzkorperbild der Verteilung der Radiopharmaka im Korper mit einer

Auflésung von bis zu 8 mm erhalten.

Schrittweise
Rotation

Rekonstruierte
dreidimensionale
Aufnahmen

Abbildung 1.3: Vereinfachtes Schema zur Funktionsweise einer SPECT-Kamera zur Generierung
dreidimensionaler Aufnahmen.

Zu den Nachteilen der SPECT zédhlen vor allem die geringe Sensitivitit sowie die
begrenzte rdumliche Auflosung. AuBlerdem kann aus SPECT-Bildern keine Quantifizierung
der Konzentration des Radionuklids vorgenommen werden!". Der Vorteil der SPECT besteht

in der guten Verfligbarkeit geeigneter Radionuklide.

In der Nuklearmedizin finden fiir die SPECT die in Tabelle 1.1 zusammengefassten

Radionuklide die hdufigste Anwendung.

Tabelle 1.1: Eigenschaften ausgewihlter Radionuklide fiir die SPECT!"""-"?!

Radionuklid | Gewinnung Halbwertzeit [h] z:’f)nl-i;il;g[llzz:t])]
Ga Zyklotron 78.3 93 (40), 184 (24), 296 (22)
| Zyklotron 13.1 159 (83), 529 (1.1)
Mn Zyklotron 67.9 245 (94), 171 (91)
9mTe Generator 6.0 140 (95)
| Zyklotron 73.5 167,135
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Fiir die SPECT wird *™Tc, das zu 95 % unter Abgabe eines y-Quants zu **Tc zerfillt,
am hidufigsten verwendet. Die weite Verbreitung ldsst sich vor allem auf die gute
Verfiigbarkeit von [ Tc]Pertechnetat aus einem handelsiiblichen *’Mo/”*™Tc-Generator!”!
(siche Abbildung 1.10, S. 24) zuriickfithren, wodurch eine uneingeschrinkte Vor-Ort-
Herstellung von Radiopharmaka ermoglicht wird. Zudem sind die physikalischen
Eigenschaften dieses Nuklids nahezu ideal fiir die SPECT. Die Halbwertzeit von 6.0 Stunden
ist kompatibel mit der physiologischen Halbwertzeit und der Pharmakokinetik vieler
Radiopharmaka und ermdglicht lange Messprotokolle. Der hohe Anteil an y-Strahlung sowie
ithre relativ niedrige Energie von 140 keV ermdglichen eine geringe Strahlenbelastung fiir den
Patienten. Dennoch lassen sie eine gute externe Detektierbarkeit der y-Strahlung aufgrund der

quantitativen Gewebedurchdringung sowie eine gute riumliche Auflosung zu.

1.4.2  Positron Emission Tomography - PET

In der PET werden neutronenarme Radionuklide verwendet, die unter Abgabe eines
Positrons (B") und eines Neutrinos (v) zu einem Nuklid mit derselben Masse zerfallen, dessen
Ordnungszahl aber um eins niedriger ist (z.B. '* F wird zu '*0). Das Positron legt im Korper
unter Verlust seiner kinetischen Energie durch Interaktion mit der umgebenden Materie eine
von seiner Energie abhingige Strecke von wenigen Millimetern zuriick. Das abgebremste
Positron vereinigt sich mit einem Elektron (¢”) zu einem Positronium. AnschlieBend werden
die Massen der beiden Teilchen in elektromagnetische Strahlung umgewandelt. Diese so
genannte Vernichtungsstrahlung (Annihilationsstrahlung) besteht aus zwei y-Quanten, die
aufgrund von Energie- und Impulserhaltung in einem Winkel von nahezu 180° und mit einer
Energie von je 511 keV (Ruhemasse der beiden Teilchen, E = mc?) emittiert werden
(Abbildung 1.4). Durch den festen Emissionswinkel und der zeitlich koinzidenten Detektion
der beiden Photonen ist der Strahlung ohne technischen Zusatzaufwand wie bei der SPECT

eine Richtung zugeordnet (elektrische Kollimation)!™*!.
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v
y-Quant Q B* y-Quant
Detektor 1 :(511 keV) w& (511 keV) »Detektor 2

»l H H I
» Koinzidenz [«

b

Registriertes
Signal

Abbildung 1.4: Vereinfachtes Schema des physikalischen Prinzips der PET mit Positronenvernichtung und
v-y-Koinzidenz.

Zur Detektion wird eine groBe Zahl von einzelnen Detektoreinheiten ringférmig
angeordnet, und jede einzelne wird facherartig mit mehreren gegeniiberliegenden in
Koinzidenz geschaltet. Mehrere solcher Ringe werden nebeneinander angeordnet und so
verbunden, dass auch schrig gegeniiberliegende Detektoreinheiten in Koinzidenz geschaltet
sind. Signale werden nur registriert, wenn im Abstand von einigen ns (Koinzidenzzeit) beide

Photonen von gegeniiberliegenden Detektoreinheiten registriert werden (Abbildung 1.5, A).

Software

dreidimensionale Aufnahme

Abbildung 1.5: Zweidimensionales Schema eines Detektorringes zur Darstellung des Messprinzips der PET, mit
echten Koinzidenzen (A) und zufalligen, unechten Koinzidenzen (B).

Durch computergestiitzte Auswertung erhilt man eine dreidimensionale Darstellung der
Aktivititsverteilung im Korper mit einer Aufldsung von bis zu ca. 1 mm!”"*”) Fehler
aufgrund "gestreuter" oder "zufdlliger" Koinzidenzen (Abbildung 1.5, B) werden durch die
Auswertungssoftware herausgerechnet’®. Vor allem die GroBe der einzelnen Szintillatoren
bestimmt die maximale Auflosung, wihrend der Hintergrund, verursacht durch Streuung, von

der Koinzidenzzeit abhingt.
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Der groBte Nachteil der PET besteht darin, dass nahezu alle verwendeten Radionuklide
mit Hilfe eines Zyklotrons hergestellt werden miissen. Zudem ist die Energie der y-Strahlung
(511 keV) hoher als die der SPECT-Nuklide. Somit sind generell hohere Strahlenbelastungen
zu erwarten. Die meist kiirzere Halbwertzeit der PET-geeigneten Radionuklide limitiert die
Moglichkeiten zur Tracersynthese. Die Vorteile dieser Methode gegeniiber der SPECT sind
die hohere Auflosung und die exakte Quantifizierbarkeit der Radioaktivitidtskonzentrationen.
AulBlerdem ist die notwendige Aufnahmedauer bei PET-Scans im Vergleich zu SPECT-

Aufnahmen kiirzer.

Fir die PET finden vor allem die in Tabelle 1.2 aufgelisteten Positronenstrahler
Verwendung. Neben ihrer physikalischen Eigenschaften sind die wichtigsten Vor- und

Nachteile der Radionuklide in Tabelle 1.2 angegeben.

Tabelle 1.2: Eigenschaften ausgewihlter Positronenstrahler fiir die PET!""*

Halbwertzeit Eg max [keV]

Radionuklid t (% B'~Zerfall) Vorteile Nachteile
e 20.4 min 960 (99.8) Isotopentracer, hoher B'-Anteil kurze t;
BN 10.0 min 1190 (100) Isotopentracer, hoher B+—Anteil sehr kurze t;),
50 2.0 min 1723 (99.9) Isotopentracer, hoher B+—Anteil sehr kurze t;,

hoher B'-Anteil, niedrige Ep max,
18 110 min 635 (96.9) hohe spez. Aktivitdt moglich, meist Analogtracer
ausreichende ty,

A + .
niedrige Ep max, niedriger B -Anteil,

%4Cu 12.7h 655 (19.3) Jhmae zusitzlich p-Zerfall,
hohe spez. Aktivitat moglich lange t, 5
%Ga 68.3 min 1900 (90.0) Generatornuklid (aus ®*Ge) hohe Ep max
. . . . _ . . d 3 +_A t ~1’
1241 4.2 Tage 2140 (25.0) einziges ldngerlebiges PET-Nuklid niedriger B’-Antei
von Tod lange tin
geeignete t;,, Kombination mit
*Te 49h 820 (11.0) 8Re (und ™Tc) (B) fiir PET  niedriger p*-Anteil

Therapiestudien

"F nimmt aufgrund seiner physikalischen Eigenschaften die Stellung des nahezu
idealen PET-Nuklids ein: Es zerfillt zu fast 100 % unter Abgabe eines Positrons zu '*O mit
einer Halbwertzeit, die sogar mehrstufige Synthesen einschlieBlich Reinigung der
Radiopharmaka erlaubt. Zudem eignet sich die Halbwertzeit fiir die Darstellung vieler, auch
langsamerer physiologischer Prozesse. Die im Vergleich mit anderen PET-Nukliden
niedrigste maximale B’-Energie minimiert die Strahlenbelastung fiir die Patienten und
ermdglicht die beste Ortsauflosung (kurzer Weg des Positrons). '*F kann auch an kleineren

Zyklotrons produziert werden. Dennoch sind '®F-markierte Radiopharmaka nicht allen
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Kliniken oder Praxen zuginglich, sollte kein Zyklotron zur Bereitstellung/Lieferung im Haus

(12274 Um in einem solchen Fall

oder in der Nihe (Satelliten-System) vorhanden sein
trotzdem PET-Aufnahmen zu ermdglichen, kann auf ®*Ga aus einem **Ge/*®Ga-Generator und

die dafiir notwendige Markierungschemie ausgewichen werden.

1.5 Wahl des Radionuklids und der Markierungsstrategie

Bei der Wahl des Radionuklids und der Markierungsmethode muss besonders
beriicksichtigt werden, dass die Bindungsfihigkeit des Pharmakophors an das Target sowie
die Selektivitdt fiir das Target nicht verschlechtert werden. Werden bei der Markierung
mafgebliche Eigenschaften des Molekiils verdandert, wie z.B. durch Einfiihrung einer Ladung
oder einer besonders lipophilen bzw. hydrophilen Gruppe, wirkt sich dies auch auf die
Biodistribution des Tracers aus. Vor allem bei kleineren Molekiilen, aber auch bei Peptiden,
ist der Einfluss der Modifikation, die fiir die Einfiihrung eines Radionuklids notwendig ist,

aus gepréigtm’3 H,

Grundsitzlich lassen sich die Radionuklide in zwei Gruppen unterteilen:
e kovalent gebundene Radionuklide (z.B. '°F, 1B 110
e chelatorgebundene Radiometalle (z.B. 9mre n, %Ga).

Innerhalb der ersten Kategorie spielen die isotopen Nuklide ''C, O und "N eine
besondere Rolle, da sie bei der Radiomarkierung ihre kalten Analoga ersetzen konnen, so dass
die Eigenschaften des bioaktiven Molekiils unbeeinflusst bleiben. Allerdings limitiert ihre
kurze Halbwertzeit ihre klinische Anwendung im Hinblick sowohl auf Synthese und

Reinigung des Radiotracers als auch auf das Spektrum der darstellbaren in vivo-Prozesse.

Die Halbwertzeit eines Radionuklids sollte auf die Pharmakokinetik des Tracers sowie
auf die Kinetik des darzustellenden Prozesses unter Vermeidung einer ldnger anhaltenden
Strahlenbelastung fiir Patienten abgestimmt seint’”’. Dabei erweisen sich die Halbwertzeiten

18 99
von °F und ™

Tc als gute Kompromisse (siche Kapitel 1.2). Da auch ihre anderen
physikalischen Eigenschaften diese Nuklide als besonders geeignet fiir in vivo-Imaging
auszeichnen, ist die Entwicklung entsprechender Markierungsstrategien von groflem
Interesse. Die vorliegende Arbeit beschriankt sich auf Peptidmarkierungen mit diesen beiden

Nukliden.
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1.5.1  Gesichtspunkte der Markierungsmethode

Fir die klinische Routineanwendung muss die Radiomarkierung eines Tracers so
einfach wie moglich sein und eine hohe radiochemische Ausbeute (RCA) sowie eine hohe

chemische und radiochemische Reinheit (> 97 %) gewihrleisten.

Fiir Radiofluorierungen bedeutet dies, moglichst wenige Synthesestufen, die
Moglichkeit zur Automatisierung und die weitest gehende Vermeidung zeitaufwendiger

HPLC-Reinigungsschritte oder deren Ersatz durch Festphasenextraktion.

Fiir die klinische Anwendung radiometallierter Peptidtracer sind fertige, kommerziell
erhéltliche, so genannte ,Kits* ideal, die alle zur Radiomarkierung nétigen Reagenzien
enthalten und innerhalb von maximal 30 Minuten nach Zugabe der Radiometalllosung in

[781 Die Markierung sollte das

einem Schritt zu einer injektionsfahigen Tracerlosung flihren
stabile Produkt in einer nahezu quantitativen Ausbeute mit hoher spezifischer Aktivitit
liefern. Da im Idealfall auf eine abschlieBende Aufreinigung verzichtet wird, darf der
peptidische Vorldufer nur in geringen Konzentrationen anwesend sein. Nur in solchen Fillen
ist eine Applikation ohne pharmakologische und pharmakodynamische Effekte, welche durch
die nicht markierte Trdgersubstanz verursacht werden kdnnen, zu vermeiden. Die Menge an
peptidischem Vorldufer, die Patienten appliziert werden kann, ist abhdngig vom jeweiligen
Zielrezeptor sowie dem Peptid. Um eine hohe spezifische Aktivitit zu ermoglichen, muss die
eingesetzte Menge an Markierungsvorldufer gering sein. Um dennoch eine hohe RCA zu
ermoglichen, ist eine sehr effiziente Komplexierung des Radionuklids erforderlich. Es sollte
ausschlieflich ein Produkt ohne Isomere nach einer moglichst kurzen Reaktionszeit

entstehen!®!,

Um Zersetzungen und unerwiinschte Nebenreaktionen des Edukts zu vermeiden, sollte
die Radiomarkierung auch unter milden Bedingungen hohe Ausbeuten liefern. Trotz dieser
Anforderungen von Seiten der Radiochemie darf bei der Wahl der prosthetischen Gruppe
bzw. des bifunktionellen Komplexbildners (BFCA) nicht der Einfluss auf das in vivo-

Verhalten auller Acht gelassen werden.
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1.5.2  Produktion und Bereitstellung von '*F

'F wird heute in der Regel iiber eine '*O(p,n)'*F-Kernreaktion produziert, wobei hohe
Mengen bis zu mehreren Curie mit spezifischen Aktivititen bis zu 2 x 10° Ci/mmol
(7400 TBg/mmol) in nicht-getrdgerter Form (no-carrier-added, n.c.a.) erreicht werden

(79801 Zur Produktion von "*F wird '®0-angereichertes Wasser in einem Metall-Target

konnen
eingesetzt. Der Vorteil dieser Kernreaktion besteht im hohen Wirkungsquerschnitt, der damit
verbundenen hohen Targetausbeute, der hohen spezifischen Aktivitit sowie der relativ
geringen erforderlichen Protonenenergie. Dazu eignen sich auch kleinere Zyklotrons. In der
Routineproduktion wird das mit einem Inertgasstrom ausgetriebene ['*F]Fluorid auf einer
Anionentauscher-Kartusche zwischenfixiert und anschlieend eluiert, und dadurch von

kationischen Verunreinigungen (z.B. Metalle aus dem Target) abgetrennt.

Fluoridionen sind in wissrigen Losungen wenig reaktiv, da sie wegen ihrer hohen
Ladungsdichte stark solvatisiert oder protoniert als fliichtige Flusssdure vorliegen. Um die
Protonierung zu verhindern wird '*F bereits in einer basischen Losung vom Anionentauscher
eluiert. In den meisten Féllen findet K,CO; als Base Anwendung. Zusitzlich werden
Kronenether oder Kryptanden zur Maskierung des Kaliums zugegeben. Diese Verbindungen
fungieren auch als Phasentransferkatalysatoren und steigern die Loslichkeit von "KF" in
dipolaren aprotischen Losungsmitteln, die fiir die Fluorierungsreaktion verwendet werden.
Auch die Verwendung von Tetraalkylammoniumionen als Gegenionen verhindert eine enge
Ionenbindung. Die starke Solvatisierung des Fluorids durch Wassermolekiile wird durch
vollstdndige Entfernung des Wassers in wiederholten Trocknungsschritten mit MeCN als
Azeotrop vor weiteren Reaktionsschritten verhindert®*””). Auf diesem Weg wird sozusagen
ein "nacktes Fluoridion" erzeugt, das reaktiver und nukleophiler als ein solvatisiertes

Fluoridion ist.
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1.5.3  Reaktionen fiir die Radiofluorierung von Peptiden

Generell kann eine Radiofluorierung iiber einen elektrophilen Mechanismus mit ['*F]F,
oder einen nukleophilen mit '*F" durchgefiihrt werden. Da bei der elektrophilen Fluorierung
das '"F- und das "F-Isotop aus ['°F]F, gleichwertig reagieren, betrigt die maximale
radiochemische Ausbeute nur 50 %, und die synthetisierten Radiopharmaka sind stets
getrdgert. In den meisten Fillen werden jedoch hohe Anforderungen an die spezifische
Aktivitdt peptidischer Tracer gestellt. Deshalb wird die elektrophile Fluorierung zur

Markierung von Peptiden so gut wie nicht angewendet™*.
Fiir die nukleophile '*F-Fluorierung gibt es grundsitzlich zwei Strategien:

e cine nukleophile Substitution an einem aliphatischen Reaktionszentrum, die meist unter
Inversion der Konfiguration am Reaktionszentrum nach einem Sy2-Mechanismus
verlauft’*”. Da Fluorid ein schlechtes Nukleophil ist, ist fiir eine schnelle Reaktion eine
gute Abgangsgruppe nétig. Dazu zdhlen Halogenide (I, Br) oder Sulfonate (Mesylat,
Nosylat, Triflat, Tosylat).

e cine nukleophile aromatische Substitution, bei der die Abgangsgruppe (-NMe;', -SMe;",
-NO,, -CN, -F, -Cl, -Br, -I) zusitzlich durch -elektronenziechende Substituenten
(- NO,>-CF; > -CN > -CHO > -COR > -COOR > -COOH > -Br > -I > -F) in ortho-

und/oder para-Position aktiviert wird.

Als Losungsmittel haben sich polare, aprotische Solventien wie Dimethylsulfoxid

(DMSO), Dimethylformamid (DMF) oder Acetonitril (MeCN) bewéhrt.

Aufgrund der hohen Basizitit von Fluorid miissen funktionelle Gruppen im Vorldufer
mit aciden Protonen (Alkohole, Thiole, Amine, terminale Amide), die das nukleophile
Fluoridion protonieren konnten, geschiitzt werden. Ebenso miissen Gruppen mit
nukleophilem Charakter (Amine, Carboxyle, Thiole und Alkohole) geschiitzt sein'’"*"\. Da
eine Vielzahl zu schiitzender funktioneller Gruppen in Peptiden vorhanden ist und
nukleophile Fluorierungen nur unter sehr harschen Bedingungen effektiv ablaufen, ist eine

direkte n.c.a. '®F-Markierung von Peptiden nicht moglich®™’”). Um diese Schwierigkeit der

'8F-Markierung zu umgehen, wurde eine Vielzahl von prosthetischen Gruppen entwickelt.
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1.5.4  '®F-Radiomarkierung von Peptiden mit prosthetischen Gruppen

Prosthetische Gruppen sind kleine bifunktionelle Molekiile, die einerseits elektrophil
sind, um eine nukleophile "*F-Fluorierung zu ermdglichen, andererseits ein zweites reaktives
Zentrum tragen, das fiir eine Reaktion der '*F-markierten prosthetischen Gruppe mit einem
Peptid zur Verfiigung steht. Diese zweite funktionelle Gruppe kann elektrophilen Charakter
haben und mit nukleophilen Gruppen im Peptid wie Amino-, Hydroxy- oder Thiolgruppen
reagieren (Abbildung 1.6, I).

I Yl

Prosthetische Gruppe

Abbildung 1.6: Strategien zur '*F-Markierung von bioaktiven Molekiilen (BM), insbesondere Proteinen und
Peptiden mittels radiofluorierter prosthetischer Gruppen;
I: Konjugation an eine nukleophile Funktionen des BM iiber einen elektrophilen Angriff;
II: Konjugation an eine elektrophile Funktionen des BM iiber einen nukleophilen Angriff
(Nu = nukleophile Gruppe, El = elektrophile Gruppe, SG = Schutzgruppe)

Da in Peptiden meist mehrere nukleophile Seitenketten vorkommen, ist fiir eine
regioselektive Kupplung der prosthetischen Gruppe an das Peptid eine Schiitzung der anderen
Gruppen notwendig. Dies wiederum erfordert einen Entschiitzungsschritt am Ende der
Radiosynthese. Aus diesem Grund sind fiir die Konjugation einer radiofluorierten
prothetischen Gruppe an ein Peptid nach dieser Methode mindestens drei Schritte nétig: a)
Die Radiofluorierung der prosthetischen Gruppe, b) die Kupplungsreaktion und c) die
Entschiitzung des Peptids.

Alternativ kann die Kupplungsfunktion der prosthetischen Gruppe auch nukleophilen
Charakter haben und mit einer elektrophilen Seitenkette, wie einer aktivierten

Carboxylfunktion reagieren (Abbildung 1.6, II).
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Die meisten prosthetischen Gruppen werden in einer zwei- bis dreistufigen Synthese mit
Reaktionsdauern bis zu 100 min hergestellt. Um die Synthese radiofluorierter Peptide
effizienter zu machen, bieten sich prinzipiell zwei Wege an: Entweder die Vereinfachung der
Radiomarkierung der prosthetischen Gruppe oder die der Konjugation an das Peptid. Hierzu
wurden chemoselektive Kupplungsreaktionen entwickelt (siehe 1.5.4.3). Diese Strategie

erlaubt den Einsatz ungeschiitzter Peptide!’".

1.5.4.1 Selten angewendete Radiofluorierungsmethoden

Zu den Markierungsreaktionen iiber eine elektrophile Funktion der prosthetischen
Gruppe an eine nukleophile Seitenkette im Biomolekiil zdhlen die selten angewendeten
Fluoralkylierung und Fluorimidierung®*’”! (Abbildung 1.7, Tund II und Tabelle 1.3). Fiir
beide Methoden miissen andere nukleophile Funktionen im Peptid geschiitzt sein. Diese
beiden Reaktionstypen lassen in der Regel die Nettoladung des markierten Peptids unter
physiologischen Bedingungen unverindert.

I 18F\/\X + HY —_— 18F\/\Y X = Abgangsgruppe

- HX Y=NR,NH, S, 0

NH NH
18 B
I FVMOR * H N 18FVU\N R = Rest des Aktivesters
2

- ROH
(0]
o o I
1] NH, + RO 18 % R = Rest des Aktivesters
z - ROH R 1))

H

Abbildung 1.7: Allgemeine Reaktionsschemata einer ['*F]Fluoralkylierung (I), einer ['*F]Fluorimidierung (II)
und einer ['*F]Fluoramidierung (II) (BM = bioaktives Molekiil).

Bei der Fluoramidierung dagegen greift eine nukleophile Funktion in der prosthetischen
Gruppe eine elektrophile Funktion in einer Aminosédurenseitenkette an (siche Abbildung 1.7,
IIT und Tabelle 1.3). Diese Reaktionsfiihrung bietet den Vorteil, dass bei der Radiosynthese
der prosthetischen Gruppe Schiitzungs- und Aktivierungsschritte entfallen. Ein besonders
wichtiger Vorteil dieser Methode ist, dass keine Hydrolyse des trigerfreien Reaktionspartners
die radiochemische Ausbeute reduzieren kann. Nachteilig wirkt sich die Notwendigkeit der
aufwendigen Schutzgruppenchemie aus, um Crosslinking auf Grund der Vielzahl

[34,77]

nukleophiler Zentren im Peptid zu vermeiden . Aus diesem Grund wird dieser

Konjugationstyp wenig angewendet.
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Ein Ansatz, der die Mehrstufensynthese der prosthetischen Gruppen vermeidet, nutzt
die Eigenschaft von stabilen Arylaziden wie z.B. 4-Azidophenancyl-["*F]fluorid®" oder
3-Azido-5-nitrobenzyl-[ "*F]fluorid® aus, unter UV-Bestrahlung zu Arylnitrenen zu
reagieren, welche wiederum vornehmlich an primdre Amine z.B. Lysin binden. Die
radiochemische Ausbeute (RCA) der einstufigen Synthese von 4-Azidophenancyl-['*F]fluorid
ist mit ca. 70 % mnach ca. 15 Minuten Gesamtsynthesedauer zwar gut, die der

photochemischen Konjugation mit maximal 30 % aber relativ niedrig.

Tabelle 1.3: Ubersicht iiber die prosthetischen Gruppen zur ['*F]Fluoramidierung, ['*F]Fluoralkylierung und
['*F]Fluorimidierung!””

Methode Anwendung Kommentar

Fluoramidierung Geschiitzte Aminofunktionen néotig

1-[4-(["*F]Fluormethyl)benzoyl]- Insulin™! sperrige prosthetische Gruppe

1,4-diaminobutan

2-["*F]Fluorethylamin Oxytocin!®¥

Fluorimidierung selektiv fiir e-Aminogruppen von
Lysinseitenketten

3-["*F]Fluor-5- Testproteine!™”’ Unzureichende Abtrennung vom Vorldufer

nitrobenzimidomethylester 3,5-Dinitrobenzonitril

Fluoralkylierung fiir kleinere Radiotracer weit verbreitet!’”
Schutzgruppen fiir andere nukleophile
Seitenketten notig

3-Maleinimidobenzoeséure-4- Proteine™! thiolselektive Alkylierung

["*F]fluorbenzamid begrenzte Zahl freier Thiolgruppen in Peptiden

N-(4-["*F]Fluorphenyl)- Proteine!™®! thiolselektive Alkylierung

maleinimid begrenzte Zahl freier Thiolgruppen in Peptiden

1-[3-(2-["*F]Fluoropyridin-3- Modellpeptid und  thiolselektive Alkylierung

yloxy)propyl]pyrrole-2,5-dione Proteine!™”! begrenzte Zahl freier Thiolgruppen in Peptiden

N-(["*F]Fluorbenzyl)-2- PNA-Kette!*®! thiolselektive Alkylierung

bromoacetamid (C-terminales Cystein) begrenzte Zahl freier Thiolgruppen in Peptiden
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1.5.4.2 Fluoracylierung

Als Radiofluorierungsmethode fiir Peptide hat nur die Fluoracylierung
(siche Abbildung 1.8) besondere Bedeutung und ist vielfach angewendet worden!’”). Bei
dieser Konjugation reagiert eine elektrophile Funktion in der prosthetischen Gruppe mit einer

nukleophilen Funktion in einer Aminosaurenseitenkette.

(o}

18,
P.
orR *

Abbildung 1.8: Allgemeines Reaktionsschema einer Fluoracylierung (BM = bioaktives Molekiil).

(o}
. 18FVU\Y / R = Rest des Aktivesters

-ROH Y=NH, O

HY

Zur Acylierung einer Aminofunktion eines Peptids durch die prosthetische Gruppe
werden neben in situ-Aktivierung des Carboxylats durch Kopplungsreagenzien wie
Carbodiimide meist N-Succinimidyl oder Nitrophenyl-Aktivester eingesetzt. Da eine direkte
Fluorierung solcher Aktivester allerdings nur '“F-markierte Saurefluoride liefert, ist der
Einsatz nicht aktivierter Vorldufer notwendig. Zusitzlich zur mindestens zweistufigen
Konjugationsreaktion fiihrt dies zu einer meist dreistufigen Radiosynthese radiofluorierter
Acylierungsreagenzien mit entsprechend notwendigen Reinigungsschritten: a) in einem ersten
Schritt die Radiofluorierung eines geeigneten Vorldufers ohne freie Carboxylfunktion;
b) anschlieBend die Freisetzung der Carbonsdure; ¢) und zuletzt die Veresterung zum
Aktivester. Die anschlieBende Acylierung der Peptide liefert im Allgemeinen hohe

[77]

Ausbeuten'’". Dadurch, dass die Fluoracylierung von Peptiden stets mehrstufig und

zeitaufwendig ist, ist auch die maximal mogliche Produktausbeute begrenzt.

N-Succinimidyl-4-[1SF]ﬂuorbenzoeséureester ([18F]SFB) wurde unter anderem zur
Markierung von Peptiden wie [Nle* D-Phe’]-a-MSH™, [Arg®W(CH,NH)Arg’]-NT(8-13)PY,
Octreotid”! sowie PEG-yliertem RGD"? eingesetzt. Die am weitesten verbreitete, optimierte
Synthese von ['*F]SFB geht von 4-Trimethylammoniumbenzoesiure-ethylester Triflat aus,
das nach Radiofluorierung und Ethylesterhydrolyse durch O-(N-Succinimidyl)-N,N,N",N"-
Tetramethyluronium Tetrafluorborat (TSTU) aktiviert wird (Gesamtsynthesedauer: 35 min,
RCA: 50-60 %)®". Kiirzlich wurde eine neue Variante der Radiosynthese von ['*F]SFB
entwickelt, die ['*F]Fluorbenzoesdure ausgehend von 4-Trimethylammonium-benzoeséure-
tert-butylester Triflat mit Mikrowellenaktivierung in kiirzeren Reaktionszeiten herstellt'®’),
Obwohl die hohe Stabilitit der Fluor-Aromat-Bindung®*! zu geringer Defluorierung des
Tracers in vivo fithrt, erwiesen sich GroBe und Lipophilie des ['*F]SFB gerade zur Acylierung

von Peptiden als nachteilig.
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In solchen Fillen wird 2-["*F]Fluorpropanséure-4-nitrophenylester (['*FJNPFP) als
kleinere, weniger lipophile prosthetische Gruppe zur Fluoracylierung von Peptiden eingesetzt.
Thre dreistufige Radiosynthese gestaltet sich dhnlich komplex wie die des ['*F]SFB
(Gesamtsynthesedauer: 100 min, RCA: ca. 60 %). ["*FINPFP wurde erfolgreich zur
Radiofluorierung  von Octreotid®!, glykosyliertem Octreotid'® sowie glykosyliertem
cyclo-RGDY?! eingesetzt. Nebenreaktionen mit Tyrosin- und Histidinseitenketten bei

ausbeutesteigernder HOBt-Katalyse limitieren die Einsatzmoglichkeiten von ['*F]NPFP®!,

N-Succinimidyl-4-(["*F]fluormethyl)benzoesdureester wurde als einzige prosthetische
Gruppe zur '°F-Fluoracylierung mit einer einstufigen Synthese ausgehend von
N-Succinimidyl-4-[(2,4-dinitrotosyloxy)-methyl)-benzoesdureester entwickelt®®. Allerdings
ist die RCA (18 % nach 35 Minuten) im Vergleich zu der des ['*F]SFB geringer. Auflerdem
ist diese Verbindung sterisch verhiltnismiBig anspruchsvoll, lipophil und labil gegeniiber

[97]

Defluorierung in vivo"’ ", was ihren Einsatz bisher auf rein wissenschaftliche Anwendungen

beschrankt hat.

1.5.4.3 Chemoselektive Konjugation

Um definierte, radiomarkierte peptidische Tracer zu erhalten, sind fiir alle oben
beschriebenen Methoden zur Konjugation prosthetischer Gruppen geschiitzte Peptide notig.
Der dadurch unumgingliche Entschiitzungsschritt ldsst sich durch chemoselektive
Konjugationen vermeiden. Bei chemoselektiven Reaktionen reagieren zwei funktionelle
Gruppe in Anwesenheit anderer ungeschiitzter reaktiver Zentren ausschlieflich miteinander.
Zu diesem Zweck wird eine funktionelle Gruppe in den Peptidvorldufer eingefiihrt, die dann

ohne Nebenreaktionen mit der prosthetischen Gruppe reagiert.

Eine solche chemoselektive Methode ist die Sonogashira-Reaktion zwischen Alkinen
und lodaromaten unter Pd-Katalyse. Dazu wurden 4-["*F]Fluor-iodbenzol, z.B. mit einem
alkinfunktionalisiertem Ostrogenderivat, mit einer RCA von bis zu 88 % umgesetzt"*. Die
Abtrennung des Pd-Katalysators konnte allerdings Probleme bereiten, was die

Anwendungsmdglichkeit der Reaktion zur Radiopharmakaproduktion limitiert.
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der '*F-Markierung via Oximbildung aus ["*F]JFB-CHO und einem
mit Aminooxiessigsiure funktionalisierten bioaktiven Molekiils (BM)!"*".

Abbildung 1.9 zeigt schematisch die hoch selektive Oximbildung zwischen einer

B9 die auch in wissrigem Medium méglich ist. Zur

[100

Carbonyl- und einer Aminooxifunktion

Radiofluorierung wurden Peptide wie RGD-Multimere'*”, glykosyliertes Octreotid'*" und

1097 N-terminal mit einem Aminooxiacetylrest funktionalisiert und zur

Minigastrin
'8F-Markierung mit 4-['*F]Fluorbenzaldehyd (['*F]JFB-CHO) umgesetzt. Dabei zeigte sich,
dass bei pH 2-3 hochste Konjugationsausbeuten von > 90 % erzielt werden konnen. Die
einstufige Radiosynthese der prosthetischen Gruppe erreicht eine RCA bis zu 70 % nach einer
Gesamtsynthesedauer von ca. 35 min. Die mittels Oximbildung '®F-markierten Peptide
zeigten eine hohe Stabilitit in vivo. Diese chemoselektive Konjugationsmethode ermoglicht
eine hohe RCA an radiofluoriertem Peptid (gesamt: < 60 %) durch eine zweistufige
Markierungsstrategie!' .

Vor kurzem wurde eine weitere chemoselektive Konjugationsstrategie entwickelt!®*:

Sie beruht auf einer Alkylierung eines chloressigsdurefunktionalisierten Peptids mit
3-["®F]Fluorpropanthiol. Die zweistufige Radiosynthese der prosthetischen Gruppe aus
3-Methansulfonsdure-tritylsulfanylpropylester erreichte Ausbeuten bis zu 70 % und die

Kupplung an ein Modellpeptid zeigte eine RCA < 90 % nach einer Reaktionszeit von 30 min.
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1.5.5  Bereitstellung von **™Tc¢

#MT¢ wird aus einem “’Mo/”™Tc-Generator gewonnen (Abbildung 1.10). Das *’Mo

stammt entweder aus der Aufarbeitung von Spaltprodukten oder aus der
*Mo(n,y)’’Mo-Reaktion im Reaktor. Im Generator liegt das Mo an Aluminiumoxid
adsorbiert vor. Es zerfillt mit einer Halbwertzeit von ti» = 66.7 h zu 85 % zu **™Tc, das als
Pertechnetat (*”™TcO,) mit Kochsalzlosung eluiert werden kann. 15 % des Mo zerfallen
direkt zu ***T¢ im Grundzustand (tip = 2.13-10° Jahre). Das so gewonnene Pertechnetat ist

104]

folglich nie trigerfreil'®, wobei der Anteil an ***Tc davon abhingt, wie lange die letzte

Elution des Generators zuriickliegt. Die Totalkonzentration von Tc im Generatoreluat betragt

107107 M8,

NacCl

Glaswolle

— Silica

9MoO, auf
AlLO,

Glasfritte

9¥mTcO,
Eluat

Abbildung 1.10: Funktionsweise und Bestandteile eines *’Mo/**"Tc-Generators'"

#MT¢ muss iiber einen Chelator an ein bioaktives Molekiil gekuppelt und in der

entsprechenden Oxidationsstufe stabilisiert werden. Da Pertechnetat nicht komplexiert werden
kann, muss es zundchst reduziert werden. Je nachdem, welche Oxidationsstufe erreicht
werden soll, werden typischerweise Reduktionsmittel wie Zinn(II)chlorid oder

Natriumborhydrid eingesetzt!'*.

Haufig wird wihrend der Reduktion ein schwacher
Chelator, z.B. Glucoheptonat, Mannitol oder Tricin, zur Stabilisierung des Technetiums in der
entsprechenden Oxidationsstufe zugegeben. Dieser schwache Chelator wird im Folgeschritt
durch den stdrkeren ausgetauscht, wobei dies unter milderen Reaktionsbedingungen moglich

ist.
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1.5.6  Methoden zur Peptidmarkierung mit *"Tc¢

Da die *™Tc-Losungen stark verdiinnt sind, ist ein sehr effizienter Chelator notig, um

moglichst hohe Markierungsausbeuten zu erreichen. Grundsatzlich gibt es zwei Strategien zur

Markierung von Peptiden mit > Tc:

Die direkte Komplexierung des reduzierten Technetiums durch Donoratome in den
Seitenketten der Aminosduren, z.B. Thiole aus reduzierten Disulfidbriicken oder
Aminofunktionen, wird haufig bei Proteinen und monoklonalen Antikdrpern
angewendet”! und wurde bei einem Somatostatinderivat untersucht!'®®. Da im
Allgemeinen wichtig ist, dass Produkte definierter Zusammensetzung entstehen, erweist
sich diese direkte Markierung als weniger geeignet, weil der Bindungsmodus des
Radionuklids variabel und nicht gesichert ist. Aullerdem sollte angestrebt werden, dass bei
der Markierung eine minimale Zahl an Isomeren entsteht, da diese unter Umstinden

voneinander abweichende Affinititen zu den biologischen Zielstrukturen aufweisen!’®).

Sinnvoller ist der Einsatz von definierten Chelatoren zur Bindung des Technetiums in
verschiedenen Oxidationsstufen. Hierzu werden bifunktionelle Komplexbildner (BFCAs)
verwendet, die zum einen das Metallatom stabil komplexieren und zum anderen eine
funktionelle Gruppe tragen, mit der sie an ein Peptid gebunden werden kénnen. Bei der

99m

Verwendung von Chelatoren zur Komplexierung von = Tc sind zwei Varianten mdglich:

o Eine Moglichkeit ist die Komplexierung des Metallatoms und die anschlieBende
Kopplung dieses Komplexes an das Peptid. Bei dieser Vorgehensweise erhilt man
einen definierten Komplex und vermeidet Nebenreaktionen mit Donoratomen des
Peptids. Um ein einziges Konjugationsprodukt zu erhalten, muss das Peptid in den
meisten  Féllen  geschiitzt sein, was wiederum einen anschlieBenden
Entschiitzungsschritt erfordert. Diese Methode ist wegen ihrer Mehrstufigkeit fiir den

[21]

klinischen Einsatz zu aufwendig

99 -
"Tc-Markierung von

o Nach demselben Prinzip funktioniert die moglichst einstufige
bereits chelatorfunktionalisierten Peptiden. Es gelten dieselben Vorraussetzung fiir die
Wahl der BFCAs wie oben beschrieben. Auch auf diesem Weg entstehen definierte
Komplexe. Um intakte Komplex-Peptid-Konjugate zu gewihrleisten, miissen
Methoden entwickelt werden, die eine effiziente Markierung der Peptide unter relativ

milden Bedingungen ermdglichen".
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Fir die klinische Anwendung sind so genannte ,Kits“ ideal, die alle zur
9MTc_Markierung nétigen Reagenzien enthalten und innerhalb von maximal 30 Minuten nach
Zugabe der Pertechnetatlosung in einem Schritt zu einer injektionsfahigen Tracerlosung
fithren (siche Kapitel 1.5.1)!"®. Die Markierung sollte das stabile Produkt in einer Ausbeute

grofler als 97 % mit hoher spezifischer Aktivitét liefern.

Da die Grofe des Metall-Chelator-Komplexes im Verhédltnis zum Peptid nicht zu
vernachldssigen ist, muss beachtet werden, dass sich die Biodistribution und auch die
Pharmakokinetik des markierten Konjugats wesentlich verdndern konnen, zumal auch
zusitzliche Ladungen eine Rolle spielen. Die Wahl des Chelators bietet die Moglichkeit,
Einfluss auf die Molekiileigenschaften des Tracers durch Variation von Ladung und Grof3e
des Komplexes, seiner Lipophilie, seiner Stabilitit etc. auszuiiben und damit auf die

pharmakokinetischen Eigenschaften des Tracers'*".

Technetium-99m hat vor allem in den Oxidationsstufen +V und +I eine Bedeutung fiir
die Markierung von Radiotracern erlangt. Dabei finden Chelatoren nach dem NS4.«-Prinzip,

dem so genannten HYNIC- und dem *™T¢(CO)s-Ansatz Anwendung.

1.5.6.1 Chelatoren fiir **"Tc(V) — das NyS.~Prinzip

Am hidufigsten wurden verschiedene vierzdhnige NyS4x-Chelatoren beschrieben, die
[®™Tc=0]"" meist quadratisch planar koordinieren, wihrend der Oxoligand eine axiale
Position einnimmt (Abbildung 1.11)"*"). Diese bisweilen oxidationslabilen Komplexe bilden
grofBtenteils mehrere Isomere in Abhédngigkeit von der Orientierung des Liganden zum
Sauerstoffatom!®!. Zudem fiihrt die hohe Lipophilie vieler derartiger Komplexe zu einer
hohen Leberaufnahme und einer bevorzugten hepatobiliiren Ausscheidung der

#"T¢-markierten Peptide. Hierzu wurde eine Vielzahl von Untersuchungen durchgefiihrt, um

durch Variation der Liganden die Eigenschaften eines solchen Komplexes zu verbessern'*.

H
T
Y. ﬁ
Te.

(*)

Abbildung 1.11: Allgemeines Schema fiir 99mTc—Komplexe nach dem N,S,_-Prinzip
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Zu den N;Ss-Chelatoren zdhlen PnAO (Propylenaminoxim, N4)[107], MAG;
(N3S, N-[N-[N-[(benzoylthio)acetyl]glycyl]glycyl] glycine)[log], Tetramine (N4), Diamindithiol
(DADT, N,S,), Diamidedithiole (N,S,) und Triamidethiole (N3S)*!. Hiufig werden auch
Tripeptide, z.B. Gly-Gly-Cys (N3S) oder Asp-Lys-Cys (N3S) fiir die Komplexierung des
Metallatoms herangezogen. Diese Chelatoren haben zur Markierung verschiedener Peptide

2: in einem Asp-Lys-Cys-cyclo-RGD-Derivat!'™, in Depreotid

Anwendung gefunden!
(P829, ein P-Dap-Lys-Cys-Octreotidderivat)!''”, in  PnAO-Octreotid'””!  sowie in

DADT-Bombesin!!' 11?1,

Einen weiteren interessanten Ansatz stellt das 3+1-Konzept dar: Hierbei wird das
[®™Tc=0]-Zentrum von einem dreizdhnigen und einem einzdhnigen Liganden
komplexiert®'"¥]. Dieses "Mixed-Ligand"-Konzept ermoglicht eine bessere Abstimmung der
Eigenschaften des Komplexes wie Lipophilie oder Ladung mit den Anforderungen an den
Tracer. In vielen Fillen zeigen solche Komplexe in biologischem Medium die Tendenz zur

Transchelatierung durch andere Donoratome!''*!,

1.5.6.2 Der HYNIC-Ansatz

6-Hydrazin-nicotinsdure (HYNIC), iiber die Sdurefunktion an Biomolekiile gebunden,

9mTe dienen. Um die

kann iiber die Hydrazinfunktion als effizienter, einzdhniger Chelator fiir
oktaedrische = Koordinationssphidre  des  Metallatoms  abzusittigen und  somit
Transchelatierungen in vivo zu verhindern, ist ein Coligand nétig (Abbildung 1.12). Die Wahl
des Coliganden stellt eine zusétzliche Modifikationsmdglichkeit der Biodistribution und der

Pharmakokinetik des Tracers dar?"!,

H
o N

5 °S e
N‘; g; N‘/ HO/N\

NH NH NH NG
\ \ ‘ SN
o N o o N o L o wo
O~ || - 0 o s o H 0 I
Te TC _Te_ °
NH | °NH N OH N O O-yN
\ i / \/ \//, Y
| o
X Ho A /VP 3
OH HOOH OH OH

Y = funktionelle Einheit

Abbildung 1.12: *Tc-HYNIC-Komplexe mit verschiedenen Coliganden: EDDA, Tricin, Tricin und Coligand
(v.L.n.r.; BM = bioaktives Molekiil)!'"*!.
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In diesem Zusammenhang hat sich EDDA (N,N’-di-(2-essigsdure)-diaminoethan) als

vierbindiger, stabiler und relativ hydrophiler Coligand bei der *™

HYNIC-TOC bewihrt!"'*"""] " Allerdings sind die Markierungsausbeuten mit 60 - 70 %
118]

Tc-Markierung von
verhiltnismiBig niedrig!'™. Alternativ findet Tricin als Coligand Anwendung meist in
Kombination mit einem weiteren einzahnigen Liganden (L), da bei Einsatz von Tricin allein
zwei Tricinmolekiile die Koordinationssphédre des Technetiums abséttigen. In diesem Fall
entstehen mehrere Isomere und der Komplex ist in biologischem Medium labil gegeniiber
Transchelatierung '™, Fiir ternire **"Tc-HYNIC/Tricin/L-Komplexe wurden viele

. . . . o . . o 11 . . . 11
einzdhnige Liganden untersucht, am haufigsten Nicotinsiure!''®  Isonicotinsaure!'"”,

[21] [21,120]

verschiedene Phosphine -, sowie ihre Derivate

HYNIC hat als Ligand zur **"Tc-Markierung verschiedener Peptide Anwendung
gefunden: zB. fiir TOC!"'*" fiir Interleukin''”), fiir Vitronectinrezeptorantagonisten''*'!
und fiir MLF'"?Y. Die Reduktion von Pertechnetat mit SnCl, kann in situ in Anwesenheit der
Chelatoren durchgefiihrt werden und benétigt keine zweistufige Reaktionsfithrung. Dies
ermdglichte die Entwicklung eines Kits zur **"Tc-Markierung von HYNIC-TOC mit EDDA

als Coligand!'*.

1.5.6.3 Der **"Tc(CO)s-Ansatz

Mit der von Alberto et al. beschriebenen, einstufigen Synthese des
fac—[99mTc(CO)3X3]Y—K0mplexes (X =Cl, Br, H,0O, y = +1, -2) in wissriger Losung, bei der
K,[H3;BCO,] als Reduktionsmittel und gleichzeitig als in situ-Quelle fir CO fungiert'**),
gewann diese Strategiec zur Technetiummarkierung von Peptiden an Bedeutung. Diese
Neuerung erlaubte die Entwicklung eines ,,Kits* zur Herstellung von [**™Tc(OH,)3(CO);]" fiir
die Markierung mit **"Tc, das [*™Tc(OH)3(CO)s]*-Ausbeuten > 97 % erreicht. Das
[*’™Tc(OH,)3(CO)s] -Ion weist in einem weiten pH-Bereich eine hohe Stabilitit in wissriger
Losung auf. Wihrend die Carbonyle fest an das Technetium gebunden sind, kénnen die drei
Wassermolekiile im [**™Tc(OH,)3(CO)s] -Markierungsvorldufer gegen Donoratome eines
zwei- oder dreizihnigen Chelators ausgetauscht werden!'*'**), Aus der Koordinationschemie
von Tc(I) ist bekannt, dass es vor allem low-spin d°-konfigurierte, oktaedrische Komplexe
bildet!"*”). Tc(I) zeigt eine hohe Affinitit zu Stickstoffatomen als Donoratomen, vor allem zu

aromatischen Stickstoffatomen!?”!.

Die Wahl des geeigneten Chelators beeinflusst die Biodistribution sowie die

Pharmakokinetik des Tracers z.B. durch Kompensation oder Uberkompensation der positiven
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Ladung der [*™Tc(OH,);(CO)s]™-Einheit durch den Liganden. Eine Untersuchung der
fac—[99mTc(OH2)3_n(CO)3Ln]—Komplexe (n = Dentizitit des Liganden L) zeigte, dass vor allem
Komplexe mit dreizdhnigen Chelatoren thermodynamisch stabil und kinetisch inert gegeniiber

Ligandenaustausch  sind!'*%,

Dagegen kann bei zweizdhnigen Liganden die freie
Koordinationsstelle der nicht abgesittigten Koordinationssphire des **™Tc(I), die nur durch
ein labil gebundenes Wasser besetzt ist, durch funktionelle Gruppen in Proteinen in vivo
besetzt werden. Das kann eine Retention des Komplexes im Blut sowie in den
Ausscheidungsorganen wie Leber und Niere bewirken!'*. Neben dem Einsatz von tridentaten
Chelatoren kann die Sattigung der Koordinationssphire auch nach dem (2+1)-Konzept erlangt

[128-130]

werden Dies erlaubt zudem eine hoéhere Flexibilitit in der Abstimmung der

physiologischen Eigenschaften des Komplexes.

co (\:o - 7 T co (\:o ,,0_ ° T
\Té\\ \Téi\

Pic IDA |, (W e o -~ W
\0 (o]
T 0 SAAC mitn=0-4
X =NH,, H

L,L =

Abbildung 1.13: Exemplarische *”"Tc¢(CO);-Komplexe mit tridentaten Chelatoren (BM = bioaktives Molekiil,
Erlduterungen siche Text).

Hise °  His

Wegen der hoheren in vivo-Stabilitit wurden in den vergangenen Jahren vermehrt
tridentate Chelatoren fir die **"Tc(CO);-Einheit entwickelt. Die wichtigsten sind in
Abbildung 1.13 dargestellt: (Carboxymethyl-pyridin-2-yl-methylamino)essigsdure

(2-Picolylamindiessigsdure = Pic = PADA)!"* Iminodiacetat (IDA)!*, so genannte

134,135]

SAACs (Single Amino Acid Chelates, seitenkettenfunktionalisiertes Lysin)! sowie

Histidinderivate (His*!"*®! und His"["*™). Mit diesen BFCAs wurden verschiedene Peptide wie

[141

z.B. Octreotidderivate!**"**** Neurotensin!**'*"), Minigastrin"*"!, Neuropeptid Y!"**! und

[143

Bombesin''*! funktionalisiert und erfolgreich mit [*""Tc(CO);] markiert.



30




2 Zielsetzung dieser Arbeit 31

2 Zielsetzung dieser Arbeit

Radiofluorierte Peptide sind aufgrund der optimalen Nuklideigenschaften von
Fluor-18" wertvolle Tracer fiir die Positronenemissionstomographie (PET). Allerdings sind
die meisten Radiofluorierungsmethoden fiir Peptide mehrstufig, zeitaufwendig und schwierig
zu automatisieren. Daher konnten '*F-markierte Peptide fiir die PET zumeist nur in geringen
radiochemischen Ausbeuten (RCA) dargestellt werden. Wie bereits in Kapitel 1.5.4.3
erlautert, bieten chemoselektive Reaktionen eine gute Moglichkeit, Radiofluorierungen von
Peptiden fiir die Anwendung in der klinischen Routine effizienter zu machen. In diesem
Zusammenhang hat sich die von Poethko et al. kiirzlich entwickelte Oximbildung von
aminooxifunktionalisierten Peptiden mit 4-['*F]Fluorbenzaldehyd als bisher erfolgreichste
Methode erwiesen!'?!"1%2] Sje erméglicht in einer zweistufigen Radiosynthese in wéssrigem
Reaktionsmedium hohe Ausbeuten an '*F-markiertem Peptid bei Gesamtsynthesezeiten

< 60 min.

Ein Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es, eine weitere chemoselektive
Radiofluorierungsmethode von Peptiden zu evaluieren. Diese Methode sollte auf der
Konjugation zwischen einer Carbonylfunktion und einem Hydrazin mittels Hydrazonbildung
beruhen. Die Hydrazonbildung wird schon lédnger zur Quantifizierung von Carbonylen in der
Umwelt herangezogen und bewies in diesem Zusammenhang ihr Potenzial als chemoselektive

144,145

Reaktion! 1 die mit hoher Ausbeute auch bei duBerst niedrigen Carbonylkonzentrationen

quantitative Ausbeuten liefert.

Fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurde
6-Hydrazin-nicotinsdure (HYNIC) als Hydrazinkomponente verwendet und an verschiedene
Peptide gekuppelt. Da HYNIC-funktionalisierte Peptide und Proteine bereits als Vorldufer zur

Darstellung **™

Tc-markierter Radiopharmaka klinischen Einsatz finden, ergibt sich die
Mbglichkeit, identische Vorldufer zur Produktion "*F- und **™Tc-markieter Tracer einzusetzen
(siche Kapitel 1.5.6.2). Diese zweifache Verwendbarkeit desselben HYNIC-funktionalisierten
Vorlaufers sollte hier ebenfalls getestet werden. Als Carbonylkomponente bot sich der bereits
fir die Radiofluorierung mittels Oximbildung verwendete 4-['*F]Fluorbenzaldehyd an, da
dieser Markierungsvorldufer innerhalb eines PET-Zentrums multifunktionell einsetzbar wére
(Oximligation, Hydrazonbildung, Umsetzung zu Benzylhalogeniden als

Alkylierungsvorstufe). Die Hydrazonbildung zwischen diesen beiden Reaktanden sollte hier

beziiglich ihrer Effizienz unter den verschiedensten Reaktionsbedingungen evaluiert werden.
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Wiinschenswert war dabei, dass die Reaktion unter weniger sauren Bedingungen als die
Oximbildung ebenso effizient ablduft und zu hohen RCA fiihrt. Desweiteren sollte die
Stabilitdit der Hydrazonbindung in verschiedenen Medien, wie Puffer bei verschiedenen

pH-Werten, in Serum und in vivo untersucht werden. Da Hydrazone im sauren Medium

[146-151]

gespalten werden konnen , sollte die Moglichkeit einer intrazelluliren Retention des

Markierungsvorldufers nach Spaltung unter den sauren Bedingungen in den endosomalen und

150,152

lysosomalen Kompartments! I'bewertet werden.

Neben der Entwicklung einer neuen Methode zur Radiofluorierung von Peptiden sollte
im Rahmen dieser Arbeit auch die Markierung von Peptiden nach der jiingst entwickelten

9™ c-Triaquatricarbonyl-Kation-Methode (fac-[**™Tc(H,0)3(CO);])!'**! untersucht werden.

#MTe ist aufgrund seiner Nuklideigenschaften und seiner breiten Verfiigbarkeit aus

Mo/ Tc-Generatoren ein  wichtiges Nuklid fiir die SPECT-Diagnostik. Die
#MT¢(CO)s-Einheit stellt aufgrund ihrer hohen Stabilitit in wissrigem Medium, der einfachen

Komplexierungsreaktion, die unter milden Bedingungen in quantitativer Weise erfolgen

[125

kann!'**!, und ihrer Darstellbarkeit mittels einer "Kit"-Reaktion ein ideales Markierungsagens

fiir peptidische SPECT-Tracer dar.

Ein weiteres Ziel war es, einen neuen bifunktionalen Chelator, N'-Carboxymethyl-

histidin (His(N-CM)-OH, CM = Carboxymethyl)!"*”) der den tridentaten Bindungsmodus

. C e qe 99
von freiem Histidin an das =™

Tc-Tricarbonylkation und gleichzeitig die Kupplung an Peptide
ermOglicht, zu evaluieren. Dieser Chelator sollte gekoppelt an Tyr3-Octreotid (D-Phe-Cys-

Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol), TOC) und Tyr3-Octreotat (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-

Cys-Thr, TOCA) beziiglich seiner Komplexierungseffizienz untersucht werden.

AuBerdem sollten die bereits zuvor initial evaluierten sst-Tracer Gluc-Lys’(His)TOC,
Gluc-Lys’(His)TOCA und Gluc-LysO(Pic)TOCA[Bg] beziiglich ihres in vivo-Verhaltens

weiterfiihrend untersucht werden. Diese Tracer sind nach den bisher fiir radiofluorierte

66]

Tyr’-Octreotidderivate!® erfolgreich eingesetzten Konzepten mit einem trifunktionellen

Linker versehen, der Peptidkupplung, Glycosylierung und Markierung erlaubt. Dafiir war vor
allem die Optimierung der Radiosynthese der Tracer wichtig. Gluc-Lys’(Pic)TOCA, welches

[153

sich in Internalisierungsstudien'>" als vielversprechendes Derivat erwiesen hatte, sollte in

einer ersten Studie an Patienten eingesetzt und bewertet werden.
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3 Synthese der peptidischen Grundgeriiste

Fiir die Radiofluorierung via Hydrazonbildung und zur *’"Tc-Markierung iiber den
HYNIC- oder den Tricarbonyl-Ansatz (siche Kapitel 1.5.6) wurden verschiedene Peptide als
Vorldufer synthetisiert und entsprechend funktionalisiert. Peptidsynthese kann entweder in
Losung oder nach dem 1963 von Merrifield entwickelten Konzept der
Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide synthesis, SPPS) an einem polymeren
Trigerharz durchgefiihrt werden!'>*'*. Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Peptide

wurden ausschlielich mittels Festphasenpeptidsynthese dargestellt.

Bei der SPPS wird die C-terminale Aminoséure, die eine temporare N*-Schutzgruppe
und, wenn notig, eine orthogonale, permanente Seitenkettenschutzgruppe tragt, liber einen
Linker an ein polymeres Trégerharz gebunden. Durch wiederholtes Entfernen der
N*-Schutzgruppe und Kuppeln einer weiteren geschiitzten Aminosiure wird die Peptidkette
schrittweise N-terminal verldngert. Der entscheidende Vorteil gegeniiber der Synthese in
Losung liegt darin, dass liberschiissige Reagenzien und Nebenprodukte durch Waschen und
Filtrieren des peptidtragenden Harzes entfernt werden konnen. Je nach Weiterverwendung des
Peptids kann die letzte N*-Schutzgruppe vor der Abspaltung des Peptids vom Tréigerharz

entfernt oder daran belassen werden.

Fiir die SPPS werden funktionalisierte Polymerharze benétigt, die mechanisch stabil
und gegeniiber Losungsmitteln und Reagenzien inert sind. In den meisten Féllen finden
Polystyrolharze Anwendung, die unterschiedlich funktionalisiert sind. Die Art der
Funktionalisierung héngt von der gewiinschten Art der Abspaltung sowie der C-terminalen
Funktion des Produktpeptids (z. B. Carboxylat, Amid, Alkohol oder Methylamid) ab.

Eine verbreitete Vorgehensweise fiir den Aufbau der Peptidsequenz ist die

,Fmoc-Strategie, die auch hier eingesetzt wurde!'**"*")

. Dabei wurde als temporire
N*-Schutzgruppe das basenlabile 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) verwendet, das mit
einer 20 %igen Losung von Piperidin in DMF selektiv abgespalten wird. Dabei werden unter
Eliminierung von CO, die entschiitzte Aminosdure und Dibenzofulven frei, welches mit

Piperidin ein Addukt bildet!">"">*,

Als permanente Seitenkettenschutzgruppen dienten sdurelabile Gruppen wie tert-Butyl
(tBu) fiir Hydroxyfunktionen von Tyrosin und Threonin,
2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl (Pbf) an Arginin oder Triphenylmethyl-
(Trityl-, Trt) fiir Thiolfunktionen an Cystein und Amidfunktionen von Glutamin, die bei der



34 3 Synthese der peptidischen Grundgeriiste

sauren Abspaltung des Peptids vom Harz ebenfalls entfernt werden. Aminofunktionen von
Lysin, die auch nach der Abspaltung des Peptids vom Harz geschiitzt bleiben sollten, wurden
mit der basisch mit Hydrazinhydrat abspaltbaren Dde-Gruppe ((4,4-Dimethyl-2,6-
dioxocyclohex-1-yliden)-ethyl) versehen.

Die seitenkettengeschiitzten Fmoc-Aminosduren wurden kommerziell erworben und
direkt in der Synthese eingesetzt. Damit die Kniipfung der Peptidbindung zwischen der
N*Aminogruppe der an das Harz gebundenen Aminosidure und der Carboxylfunktion der
nachfolgenden Fmoc-Aminoséure bei Raumtemperatur in 45 - 60 min quantitativ erfolgen
kann, wurde ein Uberschuss an Reagenzien von 1.5 eq, bezogen auf die reaktiven Gruppen
am Harz, zugegeben. Zur Aktivierung der Séuregruppe wurden TBTU (O-(1H-Benzotriazol-
1-yl)-N,N,N’,N -tetramethyluronium-tetrafluoroborat) und HOBt (1-Hydroxy-benzotriazol)
eingesetzt!'**!°!). Als Base wurde DIPEA (N,N-Diisopropylethylamin) verwendet, da diese
sterisch gehinderte, tertiire Base wenig Nebenreaktionen eingeht!'®” und keine vorzeitige
Abspaltung der Fmoc-Gruppe bewirkt. In Losung bildet sich als reaktive Spezies ein
Obt-Aktivester der zu kuppelnden Fmoc-Aminosdure. Die Verwendung von TBTU, HOBt
und DIPEA gewiéhrleistet eine racemisierungsfreie Kupplung der Fmoc-Aminosdure an den

harzgebundenen Peptidstrang[160].

3.1 Festphasensynthese von Octreotid

Zur Synthese von Tyr’-Octreotid wurde ein 3,4-Dihydro-2H-pyran-2-ylmethoxymethyl-
Polystyrolharz (DHP-HM-Harz)'®¥  verwendet, an das primdre und sekundire
Alkoholgruppen unter Ausbildung einer Dihydropyranetherbindung, wie in Abbildung 3.1

1163 Dieser Bindungstyp eignet sich hervorragend fiir

dargestellt, gebunden werden konnen
die SPPS nach der Fmoc-Strategie, da er unter sauren Bedingungen gespalten wird und

gegeniiber Basen duferst stabil ist.



3 Synthese der peptidischen Grundgeriiste 35

Fmoc-Thr(tBu)-ol, PPTS

ﬁ DCE, 80°C, 20 Std
o o
o QO%OtBu

NHFmoc

Q = Polystyrolharz

= Position der Peptidabspaltung
Abbildung 3.1: Kupplung eines Fmoc-Aminoalkohols an DHP-HM-Harz.

Zur Reduktion von Fmoc-Thr(tBu)-OH zum korrespondierenden Aminoalkohol wurden
NaBH;, N-Methylmorpholin und Chlorameisensiureethylester eingesetzt!'®Y. Der so
synthetisierte Aminoalkohol wurde anschlieBend in einer Reaktionszeit von ca. 18 h an das
DHP-HM-Harz gekuppelt, wobei Pyridinium-p-toluolsulfonat (PPTS) als Katalysator diente.
Der Belegungsgrad des Harzes (siche Kapitel 7.2.1) ist in hohem Mafle von der
Feuchtigkeitsmenge in der Reaktionslosung abhingig. Aus diesem Grund wurde absolutes
Dichlorethan verwendet, und die Feststoffe sowie das Reaktionsgefdl wurden zuvor im

Hochvakuum getrocknet. Die Reaktion selbst wurde unter Argon durchgefiihrt.

Der anschlieBende Aufbau der Peptidkette mit der Sequenz D-Phe-Cys(Trt)-Tyr(tBu)-D-
Trp-Lys(Dde)-Thr(tBu)-Cys(Trt)-Thr(tBu)(ol) erfolgte nach der bereits beschriebenen
Fmoc-Strategie mit HOBt, TBTU und DIPEA (siche Kapitel 3)!""". Bei der Spaltung der
sdurelabilen Dihydropyranetherbindung mit Trifluoressigsdure (TFA) zur Abspaltung des
Peptids vom Harz und der gleichzeitigen Entfernung der  sdurelabilen

Seitenkettenschutzgruppen kénnen zwei Probleme auftreten:

e FEinerseits kann im stark sauren Milieu auch die Etherbindung zwischen der Dihydro-

1631 Dies lisst sich dadurch vermeiden, dass

pyraneinheit und dem Harz gespalten werden
die Konzentration an TFA vermindert wird. Aus diesem Grund wurde die Abspaltlosung

aus TFA im Verhéltnis 1 : 1 mit Dichlormethan (DCM) verdiinnt.

e Andererseits entstehen bei der sauren Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen reaktive

Kationen (tBu’, Trt'), die mit den funktionellen Gruppen des Peptids reagieren

[165 [166,167]

konnen!"®). Um das zu vermeiden, werden scavenger wie hier Triisobutylsilan
(TIBS) eingesetzt, die diese Kationen abfangen. Daher wurde als Abspaltlosung statt TFA
ein Gemisch aus TFA : H,O : TIBS (95 : 2.5 : 2.5) verwendet und dieses mit DCM
verdiinnt. Um bei der Aufarbeitung der Peptide aus der Abspaltlosung das TIBS
vollstindig zu entfernen, stellte sich das Ausfillen in Ether nach dem Einengen der

Losungsmittel im Vakuum als die erfolgreichste Methode heraus.
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In den meisten Fillen wurden die Peptide nach der Abspaltung als Rohprodukt fiir
weitere Reaktionen eingesetzt. Teilweise wurde die fertige Peptidsequenz auch am festen
Trégerharz N-terminal weiterfithrend funktionalisiert und erst danach abgespalten. Weitere

Details zur Funktionalisierung von TOC sind in Kapitel 5.2.2 beschrieben.

3.2 Festphasensynthese von Octreotat und Substance P

Fiir die Synthese von Peptiden mit einer C-terminalen Carboxylfunktion, wie Octreotat
und Substance P, wurde ein Tritylchlorid-Polystyrol-Harz (TCP-Harz) verwendet. Das Harz
besteht aus einem Polystyrolgeriist, welches mit Tritylchlorid funktionalisiert ist, woran die
erste Fmoc-Aminosédure iiber die Carboxylgruppe durch eine nukleophile Substitution des

Chlorids gekuppelt wird (sieche Abbildung 3.2).

() o (J o
I DIPEA, DCM I

OO o+ iy ormomn (0 0 fod e
HN HN

O e S

O = Polystyrolharz

= Position der Peptidabspaltung
Abbildung 3.2: Kupplung einer Fmoc-Aminosiure an TCP-Harz.

Da das TCP-Harz hydrolyseempfindlich ist, wurde die Kupplung von
Fmoc-Thr(tBu)-OH bzw. Fmoc-Met-OH in wasserfreiem DCM durchgefiihrt. Au3erdem war
eine Base (DIPEA) nétig, die die Carboxylgruppe deprotoniert und somit aktiviert. Zusétzlich
diente die Base der Neutralisierung der entstehenden Salzsdure. Die anschlieBende Synthese
der Peptidsequenz D-Phe-Cys(Trt)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Dde)-Thr(tBu)-Cys(Trt)-Thr(tBu)-
OH fiir Octreotat bzw. Arg(Pbf)-Pro-Lys(Dde)-Pro-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Phe-Phe-Gly-
Leu-Met-OH fiir Substance P!'®®! am Harz erfolgte mittels Fmoc-Strategie analog der

Synthese von Octreotid (siche Kapitel 3 und 3.1)t!>4136¢:160:161]

Anders als beim Octreotid muss bei der Abspaltung von Peptiden von TCP-Harz die
potentielle Spaltung der Bindung des Linkers an das Harz nicht beriicksichtigt werden,
weshalb das unverdiinnte Gemisch aus TFA : H,O : TIBS (95 : 2.5 : 2.5) als Abspaltlosung
eingesetzt wurde, womit gleichzeitig auch sdurelabile Seitenkettenschutzgruppen entfernt

wurden.
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Im Fall von Octreotat wurde das Peptid nach Fertigstellung der Peptidsequenz auch am
festen Tridgerharz N-terminal weiterfiihrend funktionalisiert und erst danach abgespalten.
Weitere Details zu den Funktionalisierungen der beiden Peptide sind in den Kapitel 4.3.2 und

5.2 beschrieben.

33 Festphasensynthese von Octreotatamid

Fir die Synthese von Peptiden mit einer C-terminalen Amidfunktion, wie
Octreotatamid, wurde Rink-Amid-AM-Harz verwendet. Das Harz besteht aus einem
Polystyrolgeriist, das eine Fmoc-geschiitzte Aminogruppe trdagt. An diese wird nach
Fmoc-Abspaltung die Carboxylgruppe der ersten Aminosédure unter Aktivierung durch HOBt
und TBTU iiber eine Amidbindung gebunden (siehe Abbildung 3.2). Die Bindung zwischen
dem polymeren Trager und der Aminogruppe ist sdurelabil und wird bei der Peptidabspaltung

gespalten, so dass ein C-terminales Amid entsteht.

MeO MeO

Dok e -

HN 1. Piperidin, DMF HN
HO_ -~ NN
r R

\ ~ "R
Fmoc I 2. HOBt, TBTU,
o DIPEA, NMP o

Q = Polystyrolharz

= Position der Peptidabspaltung

Abbildung 3.4: Kupplung einer Fmoc-Aminosaure an Rink-Amid-AM-Harz.

Ein Vorteil dieses Harzes besteht in der einfachen Belegungsreaktion, die vom
Vorgehen her einem ersten Kupplungsschritt entspricht. Diese Reaktion ist nicht
hydrolyseempfindlich und weitestgehend quantitativ. Fiir die Vervollstindigung der
Peptidsequenz ~ D-Phe-Cys(Trt)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Dde)-Thr(tBu)-Cys(Trt)-Thr(tBu)-NH,
von Octreotatamid am Harz wurde die Fmoc-Strategie analog der Synthese von Octreotid

angewendet (siehe Kapitel 3 und 3.1)!'>*136:160-161]

Anders als beim Octreotid ist bei der Abspaltung von Amid-Peptiden vom Rink-Amid-
AM-Harz die Spaltung der Bindung des Linkers an das Harz erwiinscht, um das C-terminale
Amid zu generieren. Zur Abspaltung wurde wiederum ein Gemisch aus TFA : H,O : TIBS
(95:2.5: 2.5) eingesetzt. Die Funktionalisierung von Octreotatamid wird in Kapitel 4.3.2

beschrieben.
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34 Oxidation der Sulfide zur Disulfidbriicke

Bei Octreotidderivaten dient die Disulfidbriicke zwischen Cys® und Cys’ sowohl der
Stabilisierung der Sekundérstruktur, als auch der Stabilisierung gegen den Abbau durch
Proteasen in vivo. Zur Vermeidung von Nebenreaktionen sollte die oxidative Bildung der
Disulfidbriicke zur Cyclisierung der linearen Octreotidderivate unter milden Bedingungen
durchgefiihrt werden. Die hierfiir wohl mildeste, aber sehr langsame Methode ist die
Oxidation durch Luftsauerstoff. Die hier verwendete Oxidationsmethode durch
Wasserstoffperoxid in Tetrahydrofuran (THF) ist dhnlich mild, ermdglicht aber quantitative

Disulfidbriickenbildung nach kiirzeren Reaktionszeiten!>).

Die Rohprodukte aus der Aufarbeitung der Abspaltlosung vom Harz wurden direkt zur
Disulfidbriickenbildung eingesetzt. Damit keine Dimer- bzw. Oligomerbildung bei der
Disulfidbriickenbildung auftritt, muss die Reaktion in hoher Verdiinnung durchgefiihrt
werden. Bis zu Peptidkonzentrationen von 10 mM zeigte sich kein solches Crosslinking. Die
Peptidlosung in mit SmM Ammoniumacetat gepuffertem THF wurde durch Zugabe von
gesittigter NaHCO;-Losung auf den optimalen pH-Wert von 7 - 7.5 eingestellt. Im Fall eines
niedrigeren pH-Wertes wird die Oxidationsreaktion stark verlangsamt. Anhand von HPLC-
Kontrollen zeigte sich, dass die Reaktion im Allgemeinen nach 30 bis 60 min abgeschlossen

war. Diese Methode wurde zur Cyclisierung aller Octreotidderivate angewendet.
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4 Radiofluorierung von Peptiden mittels Hydrazonbildung

4.1 Hintergrund der Hydrazonbildung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die chemoselektive Kondensation zwischen einer
Hydrazin- und einer Carbonylfunktion, wie in Abbildung 4.1 und Abbildung 4.6 dargestellt,
zur Radiofluorierung ungeschiitzter Peptide evaluiert.

i1c[144.145]

Neben dem Einsatz der Hydrazonbildung zur Analyti ist diese Reaktion schon

vielfach zur chemoselektiven Konjugation von niedermolekularen Wirkstoffen, Peptiden,
Zuckern, Proteinen und Lipiden untereinander oder an entsprechend funktionalisierte

[146-151,169,170] In den

Oberflichen oder makromolekulare Strukturen ausgenutzt worden
meisten Féllen wurden fiir diese Ligation als Carbonyl o-oxo-Aldehyde und als
Hydrazinfunktion Hydrazide eingesetzt. Hydrazide bieten im Fall von Proteinen oder
Peptiden den Vorteil, dass freie Carboxylgruppen durch Kondensation mit Hydrazin

umfunktionalisiert werden konnen!'*"),

Allerdings sind Hydrazide im Vergleich zu
Hydrazinen elektronendrmer und somit weniger nukleophil. Der vermehrte Einsatz von
Aldehyden beruht auf der im Vergleich zu Ketonen erhohten Reaktivitit dieser
Carbonylgruppe, die bei a-oxo-Aldehyden durch die Nachbarschaft zum oxidierten

a-Kohlenstoff zusdtzlich zunimmt. Dadurch ist der Carbonylkohlenstoff elektronendrmer und

[151]

deshalb leichter durch ein Nukleophil angreifbar ~". Es gibt jedoch auch Studien zur Bildung

von Hydrazonen aus Ketonen!"-1%%,
R R R1 R2
N H
H N+ 0 HN OH

2

R;NH,

+ R R
R, 1\N—< i
> ° R
R, + :

"
H,N OH R, = R-, R-O-, R-NH-

R, R,, R, = H, Alkyl, Aryl

Abbildung 4.1: Vereinfachter Mechanismus der Kondensation eines Carbonyls mit einer priméren
Aminofunktion, einer Aminooxifunktion oder einer Hydrazinfunktion mit sdure- und
basenkatalysierten Schritten'"!.
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Sowohl die Hydrazonbildung mit allen beschriebenen Ausgangsverbindungen als auch
die Bildung von Iminen und Oximen erfolgt nach grundsitzlich demselben Mechanismus

(siche Abbildung 4.1)"*") bei dem je nach Reaktanden und Reaktionsbedingungen ein

151

anderer Schritt geschwindigkeitsbestimmend ist!'’"!. Die Bildung von Hydrazonen, Oximen

und Iminen unterscheidet sich in der Basizitdit und der Nukleophilie der jeweiligen

Aminkomponenten.

Die Hydrazonbildung ist eine sdurekatalysierte Reaktion, bei der durch anfingliche
Protonierung die Carbonylgruppe aktiviert und im letzten Schritt die Abspaltung von Wasser

erleichtert wird. Der optimale pH-Wert fiir diese Reaktion liegt laut Literaturangaben in

148,149,151

Abhingigkeit von den Reaktanden im Bereich zwischen 4.0 - 5.5 ], Hydrazine und

Hydrazide sind gute Nukleophile, aber schwache Basen, weshalb sie in diesem pH-Bereich

nicht protoniert werden. Amino- und Guanidinfunktionen dagegen sind unter diesen

148,151]

Bedingungen protoniert und deshalb nicht reaktiv! Diese Tatsache trdgt zur

Chemoselektivitit der Hydrazonbildung bei. Sowohl die Reaktionsgeschwindigkeit!'**

149]

, wenn
auch nur in geringem MaBe, als auch die Reaktionsausbeute!'*”) steigen mit der Zunahme des
Uberschusses der Hydrazin-/Hydrazidkomponente. Zur Steigerung der
Reaktionsgeschwindigkeit und der Ausbeute trigt aullerdem der Einsatz eines
wasserziehenden Losungsmittels wie DMSO bei, da dadurch das Gleichgewicht zugunsten

[148

der Produkte verschoben werden kann!'**. Allerdings ist die Hydrazonbildung auch in rein

wassrigem Medium erfolgreich.

Da die Hydrazonbildung eine protonenkatalysierte Gleichgewichtsreaktion ist, ist sie
ebenfalls unter Sdurekatalyse reversibel. Hydrazone sind bei pH-Werten kleiner als 5 deutlich
instabil und bilden ihre einzelnen Reaktanden wieder zuriick, wiahrend sie bei neutralem und
physiologischem pH-Wert stabil sind!"**"*!. Die Stabilitit von Hydrazonen aus konjugierten
und/oder aromatischen Aldehyden (vor allem mit elektronenziehenden Substituenten) ist

besonders hoch!'*%!1"1,

In dieser Arbeit war geplant, die Hydrazonbildung als '®F-Markierungmethode zu
nutzen, die im Vergleich zur Radiofluorierung mittels Oximbildung (siehe Kapitel 1.5.4.3) in
einem weniger sauren pH-Bereich moglich sein sollte. Wegen ihrer Chemoselektivitdt und
threr Anwendbarkeit in wassrigem, gepufferten Medium unter milden Reaktionsbedingungen

erschien die Hydrazonbildung zur Radiofluorierung von Biomolekiilen vielversprechend.
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4.2 Wahl und Design der Vorliufer zur Radiofluorierung

Fir die Evaluierung der Hydrazonbildung als Methode zur Konjugation einer
radiofluorierten, prosthetischen Gruppe mit Carbonylfunktion an ein mit einem Hydrazin

funktionalisiertes Peptid mussten geeignete Markierungsvorldufer entwickelt werden.

4.2.1 Die Hydrazinkomponente

Zunichst stellte sich die Frage, welche Moglichkeiten der Einfiihrung einer
Hydrazinfunktion in ein Peptid gegeben sind. Die reduzierte Reaktivitit von Hydraziden
sprach gegen die Umfunktionalisierung einer Carbonsduregruppe. Da 6-Hydrazin-
nicotinsdure (HYNIC) eine freie Hydrazingruppe enthélt und als guter Ligand fiir Technetium
etabliert ist?""''!, erschien es sinnvoll, die Verwendbarkeit von HYNIC zur Hydrazonbildung
mit einer carbonyltragenden, prosthetischen Gruppe als Radiofluorierungsmethode zu
untersuchen. Der Einsatz von HYNIC wiirde zudem erlauben, dieselben Peptidverbindungen

99m;

sowohl zur Radiofluorierung als auch zur Tc-Markierung zu verwenden. Fiir die

#"Tc-Markierung sind HYNIC-konjugierte Peptide, speziell HYNIC-TOC fiir die

Kit-Zubereitung!'**'"?, bereits zu Hydrazonen als Schutzgruppe umgesetzt worden. Da in
Kits, die ohne Reinigungsschritt im Anschluss an die Radiomarkierung Patienten appliziert
werden, ausschlieBlich hochst reine Markierungsvorldufer vorliegen diirfen, die HYNIC-
Funktion aber mit weit verbreiteten Carbonylen, z.B. aus Weichmachern,

Restverunreinigungen in Alkoholen, zu einem Gemisch an Vorldufern reagieren kann, wurde

171]

diese mit Carbonylen zu einheitlich geschiitzten Vorldufern umgesetzt! Diese

99m;

Hydrazonschutzgruppe wird wéhrend der ~ Tc-Markierung in situ unter schwach sauren

[172]

Bedingungen (pH 4.5) gespalten' "“. In diesem Zusammenhang wurden verschiedene

Carbonyle auf ihre Effizienz als Schutzgruppe sowie ihre Spaltbarkeit in situ

t'7172] Dabei stellte sich heraus, dass vor allem Hydrazone aus aromatischen

untersuch
Carbonylen eine ausreichende Stabilitdt aufweisen. Gleichzeitig zeigen sie eine geniigend
grofe Instabilitit, um hohe Markierungsausbeuten zu ermdglichen. Diese Ergebnisse
bestitigen die Anwendbarkeit von HYNIC zur Hydrazonbildung. In der vorliegenden Arbeit
sollte die Ubertragbarkeit dieser Reaktion auf den trigerfreien Fall der Radiofluorierung

untersucht werden.
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4.2.2  Die Peptide

Fir die die Evaluierung der Markierungsmethode miissen Peptide folgende

Anforderungen erfiillen:

e Sie sollten in einer groBen Bandbreite von Reaktionsbedingungen (pH, Temperatur) stabil

sein, um eine umfassende Optimierung der Hydrazonbildungseffizienz zu erlauben.

e Sie sollten sich auch mit einer sterisch anspruchsvollen Gruppe funktionalisieren lassen,

ohne an biologischer Aktivitét einzubiilen.

e Die in vitro- und in vivo-Eigenschaften der unmodifizierten Peptide bzw. deren
radiomarkierter Analoga sollten hinreichend bekannt sein, damit nach Radiofluorierung
eine Aussage iiber die Auswirkung der Einfithrung des Hydrazons getroffen werden kann.

Diese  Vorraussetzungen werden von  Octreotidderivaten, vor allem

34,66,101,35 oo . o ST
06101351 " Bej diesen Peptiden ist eine Funktionalisierung,

Tyr’-Octreotidderivaten, erfiillt!
z.B. durch HYNIC, am N-Terminus ohne Verringerung der Rezeptoraffinitit moglich. Da
Tyr’-Octreotat (TOCA) im Vergleich zu Tyr-Octreotid (TOC) eine hdhere

Tumoraufnahme!*°!-6?!

zeigt (siche Kapitel 1.3.3), wurde es als eine Ausgangsverbindung
ausgewihlt. Zusitzlich sollte Tyr’-Octreotatamid (TOCam), das eine noch hdhere
Rezeptoraffinitit aufweist als TOCA, funktionalisiert werden''”>'™!. Die Tatsache, dass beide
Peptide weniger lipophil sind als TOC, sollte sich hinsichtlich der Kompensation einer

erhohten Lipophilie durch Funktionalisierung und Markierung als vorteilhaft erweisen.

Um die universelle Anwendbarkeit der Markierungsmethode via Hydrazonbildung zu
priifen, wurde ein weiterer peptidischer Vorldufer radiofluoriert. Dazu wurde Substance P
ausgewdhlt, ein bisher wenig untersuchter, aber vielversprechender peptidischer Tracer (siche
Kapitel 1.3.4)**!. Obwohl dieses Peptid nicht alle der oben aufgefiihrten Vorraussetzungen
erfiillt, eignet sich die Untersuchung der Radiofluorierung von Substance P zur Bestétigung
der Universalitidt der Methode, da die Aminosiuresequenz dieses Peptid andere funktionelle

Gruppen enthilt als die der Tyr’-Octreotidderivate.

Alle ausgewdhlten Peptide wurden N-terminal mit HYNIC funktionalisiert, und
anschlieBend wurde ihre Radiofluorierung mittels Hydrazonbildung evaluiert. In
Abbildung 4.2 sind die fiir die Evaluierung der Radiomarkierung mittels Hydrazonbildung
eingesetzten Peptide dargestellt.
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Abbildung 4.2: Die untersuchten, HYNIC-konjugiarten Peptide: HYNIC-TOCA, HYNIC-TOCam und
HYNIC-Substance P.

4.2.3  Die prosthetische Gruppe und ihr Radiofluorierungsvorliufer

Da fiir die Radiofluorierung wegen der relativ kurzen Halbwertzeit von '°F eine kurze
Reaktionszeit besonders wichtig ist, stellt die hohere Reaktivitdt von Aldehyden im Vergleich
zu der von Ketonen einen entscheidenden Faktor dar. AuBerdem ist die Stabilitdt der
Hydrazone aus Aldehyden im Vergleich zu denen aus Ketonen in wissrigem Medium
hoher'*®). Bei der Wahl des Aldehyds ist ferner die hohere Stabilitdt aromatischer
'"F-C-Bindungen im Vergleich zu aliphatischen®*! zu beriicksichtigen. ['*F]FB-CHO findet
man  unter anderem  als  Zwischenstufe  eines  Radiosyntheseweges  von

4-['"*F]Fluorbenzoesiure (['*FIFBA)". Da ['®FJFB-CHO bereits zur chemoselektiven
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Radiofluorierung mittels Oximbildung!'®” eingesetzt wurde und ein Vergleich der beiden
Reaktionstypen nahe liegend und von grolem Interesse ist, wurde diese prosthetische Gruppe
auch fiir die hier durchgefiihrten Untersuchungen ausgewihlt. Fiir die Radiofluorierung wurde
die bereits evaluierte Methode ausgehend von 4-Formyl-N, N, N-trimethylanilinium Triflat als

Vorlaufer angewendet!' 7!,

4.3 Synthese der Vorlidufer zur Radiofluorierung und *™Tc-Markierung

4.3.1 Synthese von N-Succinimidyl-6-(Boc-hydrazin)-nicotinsaureester

HYNIC wurde zunichst von Abrams er al. als Ligand fiir "Tc entwickelt und zur

Markierung von IgG eingesetzt!' "%,
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R
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H
(Boc),0, Triethylamin
DMF
(o]
N\ (0]

0 N o
| HO™ N
‘\ OH 0 /@Ao/
H H
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Abbildung 4.3: Synthese von N-Succinimidyl-6-(Boc-hydrazin)-nicotinsdureester
(DCC = Dicyclohexylcarbodiimid).

Um eine effiziente Konjugation des Boc-geschiitzten HYNIC an ein chemisch und
thermisch labiles Protein zu erreichen, wurde die Carbonsdure von Abrams ef al. zum

Succinimidyl-Aktivester umgesetzt und anschliefend unter milden Bedingungen an ein

176]

Protein gekuppelt!'’®. Diese Aktivierung sollte auch hier fiir die Konjugation mit den

ausgewdhlten Peptiden ausgenutzt werden. Aus diesem Grund wurde der N-Succinimidyl-6-

(Boc-hydrazin)-nicotinsdureester (Succinimidyl-Boc-HYNIC) analog der von Abrams et al.

[176

beschriebenen Synthese! " mit dhnlich guten Ausbeuten synthetisiert (siche Abbildung 4.3).
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4.3.2  Synthese der 6-Hydrazin-nicotinsdureamid-konjugierten Peptide

Fir die selektive Kupplung von Succinimidyl-Boc-HYNIC an den N-Terminus der
cyclisierten Tyr’-Octreotiderivate sowie den von Substance P war die Schiitzung der
Lysinseitenketten = notwendig. Diese  wurden bereits bei der Peptidsynthese

Dde-seitenkettengeschiitzt eingebaut (siche Kapitel 3).

Wihrend der ersten Kupplungsreaktion von HYNIC an Lys’(Dde)-TOCam zeigte sich,
dass trotz Aktivierung der Carboxylgruppe von HYNIC als Succinimidylester wegen der
relativen Reaktionstrigheit der N“-Aminogruppe im Vergleich zur N°-Aminofunktion von
Lysinseitenketten bei Raumtemperatur keine Umsetzung erfolgte. Aus diesem Grund wurden
die Konjugationen an Lys’(Dde)-TOCam, Lys’(Dde)-TOCA und Lys’(Dde)-Substance P bei
einer erhohten Temperatur von 60 °C und unter Zugabe von DIPEA als Base sowie HOBt zur
zusitzlichen in situ-Aktivierung durchgefiihrt. Nach einer Reaktionszeit von 4 bis 6 h konnte
auf diesem Weg eine nahezu quantitative Umsetzung fiir alle Peptide erreicht werden. Die
abschlieBende Reinigung mittels praparativer HPLC lieferte die HYNIC-funktionalisierten
Peptide in Reinheiten > 96 %.

Bei allen drei HYNIC-funktionalisierten Peptiden zeigte sich nach einer ldangeren
Lagerungszeit als Feststoff bei -70 °C eine unerwartete Verdnderung: In den HPLC-
Qualitatskontrollen, die im direkten Anschluss an die Reinigung nur einen Produktpeak
gezeigt hatten, fanden sich im Fall der Octreotidderivate drei basisliniengetrennte Peaks im
Verhiltnis 26 : 72 : 2 fiir HYNIC-TOCam (k;” = 10.6, k" = 13.2, k3" = 15.1; Gradient:
20 - 40 % MeCN (0.1 % TFA) in 20 min), und im Verhéltnis 71 : 23 : 6 fir HYNIC-TOCA
(ki"=6.3, k)" =17.5, ks” = 8.3; Gradient: 20 - 70 % MeCN (0.1 % TFA) in 20 min). Im Fall
von HYNIC-Substance P wurde eine dhnliche Verdanderung festgestellt, allerdings fanden sich
nur zwei Peaks im Verhdltnis von 90 : 10 (k;" = 5.9, k," = 6.9; Gradient: 20-70 % MeCN
(0.1 % TFA) in 20 min) (siche Abbildung 4.4). Die nahe liegende Erklarung, dass HYNIC mit
weit verbreiteten Carbonylen (Weichmacher, Losungsmittelverunreinigungen) zu Hydrazonen
reagiert hatte, konnte durch massenspektrometrische Untersuchung der einzeln priparierten
HPLC-Fraktionen widerlegt werden. Alle Spektren zeigten neben wenigen, durch die
ESI-Quelle verursachten, Fragmenten mit kleineren Massen ausschlieBlich die Masse der

intakten, aber freien HYNIC-Peptide und lieferten keinen Hinweis auf Hydrazone.

Aus der Tatsache, dass die Massenspektren aller drei Peptide ausschlielich die Massen

der intakten Verbindungen aufwiesen, konnte geschlossen werden, dass es sich um Isomere
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handeln musste, deren Gleichgewichtseinstellung verhdltnismafig langsam war. Diese sollten
durch die Konjugation mit HYNIC verursacht werden. Diese Hypothese wurde anschlieSend
durch HPLC-"Reinjektionsexperimente" untersucht. Dazu wurden die einzelnen Fraktionen
von HYNIC-TOCam und HYNIC-Substance P aus einem analytischen HPLC-Lauf prépariert
und anschlieBend einzeln erneut injiziert. Es stellte sich heraus, dass tatsdchlich ein
Gleichgewicht zwischen den isolierten Verbindungen existiert, da jedes HPLC-
Chromatogramm der reinjizierten Fraktionen Signale fiir alle drei bzw. beiden Isomeren

aufwies. Dies bestitigt die Annahme einer langsamen Gleichgewichtseinstellung.
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Abbildung 4.4: UV-HPLC-Chromatogramm des Reinjektionsexperiments von HYNIC-TOCam (Gradient:
20 - 40 % MeCN (0.1 % TFA) in 20 min, 220 nm).

Im Fall von HYNIC-Substance P wurden zusétzlich die reinjizierten Verbindungen
erneut aufgefangen, und diese Fraktionen massenspektrometrisch untersucht. Wiederum
wurden ausschlieBlich die Masse von HYNIC-Substance P und durch die ESI-Quelle
verursachte Fragmente gefunden. Dabei wurde deutlich, dass die Fragmentierungsmuster der
jeweils ersten und der jeweils zweiten Fraktionen vor und nach Reinjektion identisch waren.
Diese Experimente bestdtigten die Annahme, dass es sich bei den isolierten Verbindungen um

Isomere handelt. In den untersuchten Markierungsreaktionen fand sich kein Einfluss dieser



4 Radiofluorierung von Peptiden mittels Hydrazonbildung 47

Aufspaltung (siehe Kapitel 4.4.3 und Kapitel 4.6). Zudem zeigte die UV-Spur (220 nm) der
HPLC-Chromatogramme der Radiofluorierungsansidtze nur einen Peptidpeak. Erst bei
pH-Werten > 6 entstanden erste kalte Nebenprodukte (< 25 % durchschnittlich) nach
10 miniitiger Reaktion bei 90 °C. Bei der Radiofluorierung zeigten sich zudem sehr dhnliche

Verldufe der Abhingigkeiten der Markierungsausbeute von freiem HYNIC und
HYNIC-TOCA vom pH-Wert (siche Kapitel 4.4).

4.3.3  Radiofluorierung der prosthetischen Gruppe - ['*F]FB-CHO

Als Vorlaufer fir [ISF JFB-CHO bietet sich 4-Formyl-N, N, N-trimethylanilinium Triflat
an, da die N,N,N-Trimethylammoniumgruppe eine sehr gute Abgangsgruppe ist. AuBlerdem
weist dieser Markierungsvorldufer gegeniiber der Alternative, 4-Nitrobenzaldehyd, einen
Vorteil auf: der geladene Vorldufer ldsst sich zur Reinigung vom ungeladenen Produkt
['"F]JFB-CHO gut abtrennen. Die direkte nukleophile *F-Fluorierung von 4-Formyl-N,N, N-
trimethylanilinium Triflat unter Austausch der N,N,N-Trimethylammoniumgruppe gegen
[100,175]

['®F]Fluorid wurde bereits beschrieben

Bedingungen in DMSO durchgefiihrt (siche Abbildung 4.5).

[Kc2 2.2.]* ["*F]- /°
7N 18
F i; W DMSO 90 °C, 5 min W

Abbildung 4.5: 18F—Fluorierung von 4-Formyl-N, N, N-trimethylanilinium Triflat zu [**F]JFB-CHO.

und in dieser Arbeit unter leicht abgewandelten

Die Erhohung der Reaktionstemperatur auf 90 °C bei gleichzeitiger Verkiirzung der
Reaktionszeit auf nur 5 min verringerte bei gleich bleibender Ausbeute die Menge der
entstehenden Nebenprodukte. Bei diesen handelte es sich vor allem um 4-Formyl-N,N-
dimethylanilin und um 4-["*F]Fluorbenzoesdure (['*FJFBA). Diese beiden Nebenprodukte
machten eine Reinigung mittels Radio-HPLC unumginglich. Versuche, eine
Aufreinigungsmethode mittels eines Kartuschensystems zu etablieren, lieferten das Produkt
meist mit Restverunreinigung durch 4-Formyl-N, N-dimethylanilin. Nach der Radio-HPLC-
Priaparation und der anschlieBenden Isolierung mittels Festphasenextraktion konnte
['"®F]FB-CHO in einer nicht optimierten Gesamtsynthesedauer von durchschnittlich 45 min
mit einer radiochemischen Reinheit von 99 % und einer RCA von 55 — 75 % (EOB = end of
bombardment) in 200 - 500 pl MeCN hergestellt werden.
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4.4 Evaluierung der Radiofluorierung mittels Hydrazonbildung

Zur Untersuchung, in wieweit sich die Hydrazonbildung zur Radiofluorierung von
Peptiden eignet, wurde die Effizienz der Konjugation von ['*F]JFB-CHO an HYNIC,
HYNIC-TOCA sowie HYNIC-Substance P (Abbildung 4.6) fiir den tragerfreien Fall
evaluiert. Dabei  wurden die  Markierungsbedingungen  beziiglich  pH-Wert,
Peptidkonzentration und Reaktionstemperatur optimiert. Die Chemoselektivitit der

Hydrazonbildung fiir die gewidhlten Reaktionsbedingungen wurde ebenfalls untersucht.

*F 18
QSN F ?
\
‘ N R o ‘ ﬁR
N\N N/
H

N MeCN / KH,PO-Puffer
AT, 10 min

R =-0OH, -NH-TOCA,
-NH-TOCam, -NH-SubstanceP

Abbildung 4.6: Reaktionsschema der Hydrazonbildung von ['*F]JFB-CHO mit HYNIC und HYNIC-
konjugierten Peptiden.

4.4.1 Wahl der Reaktionsbedingungen fiir alle Ansitze

Die Evaluierung der Hydrazonbildung als Methode zur Radiofluorierung von Peptiden

100.102} qyrehgefiihrt. Zur

wurde in Anlehnung an dhnliche Untersuchungen zur Oximbildung'
Einstellung des pH-Werts der Reaktionslosungen wurde ein 50 mM KH,PO,4-Puffer
(eingestellt auf pH 0.5 - 4 mit H;PO4 und auf pH 5 - 9 mit KOH (1 M)) verwendet. Alle
Reaktionsansétze bestanden aus 30 pl 50 mM KH,PO4-Puffer, 10 pl der wissrigen Losung
von HYNIC bzw. HYNIC-funktionalisierten Peptid und 10 ul der ["*F]JFB-CHO-Lésung in
MeCN (0.4 - 6.0 MBq). Der exakte pH-Wert der Reaktionslosungen wurde mit einer

pH-Elektrode bestimmt.

Da idealerweise die Reaktionszeiten einer Radiofluorierung trotz der fiir PET-Nuklide
verhiltnismiBig langen Halbwertzeit von '*F moglichst kurz sein sollten, wurden die
Ausbeuten bereits nach 10 min bestimmt. Allerdings sind in der Literatur fiir die
Hydrazonbildung vielfach Reaktionszeiten > 6 h!'*®!*" peschrieben. Ebenso ist fiir eine
Temperaturerhéhung von 25 °C auf 37 °C nur eine ca. 2fache Steigerung der

t'"*] beobachtet worden. Fiir die hier durchgefiihrten Experimente

Reaktionsgeschwindigkei
wurde deshalb eine erhohte Reaktionstemperatur gesucht, bei der im Allgemeinen noch keine

temperaturbedingte Zersetzung von Peptiden zu erwarten ist. Die Reaktionsansitze wurden,
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soweit nicht anders angegeben, 10 min im Olbad erhitzt und anschlieBend auf Eis gestellt und

zentrifugiert.

4.4.2  Vorversuche mit ['"*F]FB-CHO und freier HYNIC-Siure

Anhand der Reaktion von [*F]JFB-CHO mit der freien HYNIC-Sdure wurde die
grundsitzliche Anwendbarkeit der Hydrazonbildung zur Radiofluorierung untersucht.
Zusitzlich wurden durch diese Versuche die Reaktionsbedingungen fiir die Optimierung der

Reaktion mit HYNIC-funktionalisierten Peptiden eingegrenzt.

In der Literatur wird fiir die Hydrazonbildung ein optimaler pH-Bereich von
4.0 - 551981951 angeseben. Aus diesem Grund wurde fiir die ersten Untersuchungen der

Reaktion ein 50 mM KH,PO4-Puffer, pH 5, verwendet.

Bei der Umsetzung von ['"*F]FB-CHO mit HYNIC-Séure (2.1 mM) entstand nach
10 min sowohl bei 70 °C als auch bei 90 °C ausschlief8lich ein radioaktives Produkt, bei dem
es sich um das gewiinschte Hydrazon handelte. Die Ausbeuten dieser '*F-Markierung waren
mit 65 + 4 % bei 70 °C und mit 68 6 % bei 90 °C vergleichbar hoch (siche auch
Abbildung 4.11). Da die Markierungsausbeute bei 90 °C ein wenig hoher war, wurde diese
Temperatur bei den folgenden Experimenten, soweit nicht anders angegeben, als
Standardtemperatur gewihlt. Die Ansdtze mit einer HYNIC-Konzentration von 0.5 mM
lieferten geringe Ausbeuten von 32 + 3 % (siche auch Abbildung 4.10). Diese Ergebnisse
zeigten, dass die Hydrazonbildung grundsitzlich zur Radiofluorierung geeignet ist. Die

Reaktion ist schnell und vorteilhafterweise in wissrigem, gepuffertem Medium moglich.

4.4.3  Abhingigkeit der Markierungsausbeute vom pH-Wert

Nach diesen Vorversuchen wurde die Abhédngigkeit der Markierungsausbeute vom
pH-Wert im Bereich zwischen pH 0.5 und 8.0 evaluiert, wobei die pH-Elektrodenmessungen
der Reaktionslosung als Grundlage dienten. AuBerdem wurde die Ubertragbarkeit der
Hydrazonbildung auf die '*F-Markierung von ungeschiitzten Peptiden HYNIC-TOCA und
HYNIC-Substance P mit ["*F]JFB-CHO untersucht. Aufgrund oben beschriebener
Vorversuche wurden die folgenden Experimente mit einer HYNIC- bzw.

HYNIC-Peptidkonzentration von 2.1 mM im Reaktionsansatz bei 90 °C durchgefiihrt.

Fiir die Hydrazonbildung von ['*F]JFB-CHO mit freiem HYNIC und HYNIC-TOCA
fanden sich, wie aus Abbildung4.7 ersichtlich, dieselben Abhingigkeiten der
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Reaktionsausbeuten vom pH-Wert: Im Bereich von pH 0.5 bis pH 5.0 fiir HYNIC und bis
pH 5.5 fir HYNIC-TOCA zeigte sich keine relevante Abweichung vom Durchschnittswert
von 66 = 6 % bzw. 67 £ 5 %. Allerdings sinkt die Ausbeute von ['®F]FB-CH=N-HYNIC mit
pH > 5.5 langsamer ab als die von ['*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCA. Diese pH-Abhingigkeiten
widersprechen den von Chenevier et al. gefundenen Abhidngigkeiten der
Reaktionsgeschwindigkeiten vom pH-Wert, bei denen im stark Sauren die Protonierung der
U Fir die Markierung von HYNIC und
HYNIC-TOCA sanken die Ausbeuten mit zunehmendem pH-Wert der Reaktionslosung
schnell auf unter 10 % bei pH 7.7 bzw. 7 ab.

Hydrazinfunktion die Reaktion verlangsamt!

100 -
X 80-
: e L
[} O
8 604 & e "0
s [ ]
1+
(2]
g
£ 404
(]
g
S o0
S
O T T T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 6 7 8
pH-Wert

Abbildung 4.7:  Abhingigkeit der Markierungsausbeute an  ['*FJFB-CH=N-HYNIC (@) und
['"*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCA (@) [%] vom pH-Wert zwischen 0.5 wund 8
(Reaktionsbedingungen: 90°C, 10 min, 2.1 mM HYNIC- bzw. HYNIC-Peptidkonzentration).

Bei der Hydrazonbildung mit HYNIC und HYNIC-TOCA entstanden nur geringe
Mengen an Nebenprodukten, die in der Summe einen Anteil von 2 % nicht tiberschritten.
Eines dieser Nebenprodukte konnte als 4-["*F]Fluorbenzoesiure ([ISF]FBA) identifiziert
werden, die durch in sifu-Oxidation des Aldehyds in geringem MaBe (< 1.5 %) entsteht.
Ausnahmen stellen die Reaktionen von HYNIC im pH-Bereich > 6 dar: In diesem Bereich
nimmt der Anteil an einem unidentifizierten, sehr hydrophilen, radioaktiven Nebenprodukt bis
auf 10 % zu. Da dieser pH-Bereich fiir die Radiomarkierung aufgrund der geringen Ausbeute
nicht relevant ist, wurde dieses Nebenprodukt nicht weiter untersucht. Bei der Reaktion von

["*F]JFB-CHO mit HYNIC-TOCA trat dagegen im Sauren ab pH < 2 ein Anteil von bis zu 5 %
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an radioaktiven, unidentifizierten Nebenprodukten auf. Auch in diesem Fall ist der

entsprechende pH-Bereich fiir eine Routinemarkierung von Peptiden nicht von Bedeutung.

Im Gegensatz zu den pH-Abhingigkeiten der '*F-Markierung von HYNIC und HYNIC-
TOCA zeigte die der Radiofluorierung von HYNIC-Substance P einen abweichenden Verlauf
(siehe Abbildung 4.8). Grundsitzlich unterscheidet sich in diesem Fall die Hydrazonbildung
durch die geringeren Ausbeuten von 56 + 9 % zwischen pH 3 und 5. AuBBerdem nahmen die

Ausbeuten sowohl bei hoheren als auch bei niedrigeren pH-Werten ab.
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Abbildung 4.8: Markierungsausbeute an ["*F]JFB-CH=N-HYNIC-Substance P (A) [%] in Abhingigkeit vom
pH-Wert zwischen 0.5 und 8 (Reaktionsbedingungen: 90°C, 10 min, 2.1 mM
HYNIC-Substance P-Konzentration;).

Neben der niedrigeren Ausbeute bildeten sich wihrend der Radiofluorierung von
HYNIC-Substance P im Vergleich zu den Reaktionen von HYNIC und HYNIC-TOCA
Nebenprodukten in hohere Zahl und Ausbeute. Dies wurde insbesondere fiir die Konjugation
im sauren Bereich (pH < 2) beobachtet, wodurch der Abfall der Markierungsausbeute in

diesem pH-Bereich verursacht wird.

Durch Vergleichsansitze mit ['’FJFB-CHO konnten zwei maBgebliche Nebenprodukte
mittels Massenspektrometrie identifiziert werden (siche Abbildung 4.9):

e Ein im Vergleich mit dem Produkt hydrophileres Nebenprodukt (I, k'= 8.3 (22 — 50 %
MeCN (0.1 % TFA) in 20 min)), das eine dhnliche pH-Abhédngigkeit wie das Produkt
zeigte, stellte sich als Sulfoxid, dem Oxidationsprodukt der Methioninseitenkette, heraus.

Der Anteil dieses Nebenprodukts machte 0.5 — 4 % aus.
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e FEin geringfiigig lipophileres Nebenprodukt (IL, k'=10.9 (22 — 50 % MeCN (0.1 % TFA)
in 20 min)), das ausschlieBlich im pH-Bereich < 2 auftrat, konnte als Hydrolyseprodukt

von Glutamin zu Glutaminsiure!'’”

identifiziert werden. Der Anteil dieser Verbindung
betrug bis zu 37 % bei pH 1 und iibertraf damit den Anteil an gewiinschtem Produkt. Da
bei pH < 2 vermehrt Nebenprodukte bei der '*F-Markierung von HYNIC-Substance P

gefunden wurden, erschient dieser pH-Bereich fiir Routineradiofluorierung von Peptiden

Zu sauer.
['®F]FB-CH=N-HYNIC-SubstanceP
['8F]JFB-CHO
I
['¢F]FBA |
. . , i
5 10 15 20

Zeit [min]

Abbildung 4.9: Radio-HPLC-Chromatogramm (22 — 50 % MeCN (0.1 % TFA) in 20 min) eines
Radiofluorierungsansatzes von HYNIC-Substance P mit ["*F]JFB-CHO bei pH 1.3
(Reaktionsbedingungen: 90°C, 10 min, 2.1 mM Peptidkonzentration).

Die Untersuchungen der pH-Abhéngigkeit der Ausbeute der Reaktion von
['""F]JFB-CHO mit HYNIC und HYNIC-funktionalisierten Peptiden bestitigten die
Anwendbarkeit der Hydrazonbildung als Markierungsreaktion von Peptiden vor allem im pH-
Bereich 4 - 5. Die mechanistisch dhnliche, sehr effiziente Oximbildung fiihrt hingegen vor
allem im Sauren (pH ~2.5) zu hohen Markierungsausbeuten. Im Fall von Substance P, welche
im pH-Bereich <2 Nebenprodukte bildete, erscheint die Hydrazonbildung gegeniiber der
Oximbildung deutlich im Vorteil, da sie auch unter weniger sauren Bedingungen effizient

ablauft.
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4.44  Abhingigkeit der Markierungsausbeute von der Peptidkonzentration

Die Giiltigkeit der fiir HYNIC gefundenen Abhéngigkeit der Markierungsausbeute von
der Peptidkonzentration wurde fiir HYNIC-funktionalisiertes TOCA iiber einen breiten
Konzentrationsbereich (66.2 uM — 4.2 mM) untersucht. Hierzu wurden die Reaktionsansitze
nach Standardmethode wie in Kapitel 4.4.1 und Kapitel 4.4.2 beschrieben angesetzt
(30 ul 50 mM KH,POg4-Puffer (pH 5), 10 pl Peptidlosung, 10 pl [*F]JFB-CHO-Lésung in
MeCN) und 10 min auf 90 °C erhitzt.

100+

Markierungsausbeute [%]

Vorlauferkonzentration [mM]

Abbildung 4.10: Markierungsausbeute an ['*FJFB-CH=N-HYNIC (@), ["*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA (O) und
["*F]JFB-CH=N-HYNIC-Substance P (A) [%] in Abhingigkeit von der HYNIC- bzw. der
HYNIC-Peptidkonzentration zwischen 66.3 uM und 4.2 mM (Reaktionsbedingungen: 90°C,
10 min, 50 mM KH,PO,-Puffer (pH 5); Daten als x+ o ; n =3).

Die Ergebnisse stimmen mit den im Vorversuch fiir HYNIC gefundenen Daten iiberein
(siche Kapitel 4.4.2). Wie aus Abbildung 4.10 ersichtlich, nimmt mit steigender
Peptidkonzentration die Ausbeute an ['*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA kontinuierlich zu und
erreicht bei 4.2 mM 90 £ 1 %. Hohere Peptidkonzentrationen wurden nicht untersucht, da die
Anwendbarkeit der Hydrazonbildung fiir die Routinemarkierung zu beriicksichtigen war, und
hohe Peptidmengen im Widerspruch zu einer einfachen Aufreinigung am Ende der
Radiosynthese stehen wiirden. Da die Aufreinigung mittels Festphasenextraktion von
peptidischen Verbindungen haufig nicht moglich ist, wire eine HPLC-Préaparation bei groflen

Peptidmengen nahezu unumginglich.

Auch die Radiomarkierung von HYNIC-Substance P wurde fir die
Peptidkonzentrationen 0.5 und 2.1 mM betrachtet. Hier spiegelt der niedrigere Verlauf der

Kurve der Markierungsausbeute die schlechtere Markierbarkeit von HYNIC-Substance P im
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Vergleich zu HYNIC und HYNIC-TOCA wider. Wie bereits bei den pH-Abhéngigkeiten
festgestellt, ist die Ausbeute bei 2.1 mM um 12 % und bei 0.5 mM sogar um 23 % niedriger
als fiir HYNIC und HYNIC-TOCA.

4.4.5 Abhangigkeit der Markierungsausbeute von der Reaktionstemperatur

Die in Kapitel 4.4.1 beschriebenen Vorversuche mit HYNIC zeigten eine leichte
Erhohung der Markierungsausbeute bei einer Temperaturerhhung von 70 °C auf 90 °C. Im
nichsten Schritt sollte der Einfluss der Temperatur auf die Ausbeute der Hydrazonbildung
iiber einen weiteren Bereich und fiir Peptide bei einer Konzentration von 2.1 mM untersucht
werden. Hierzu wurde HYNIC-TOCA bei Reaktionstemperaturen von 24 - 90 °C mit
['"®*F]FB-CHO unter Standardbedingungen (siche Kapitel 4.4.1 und Kapitel 4.4.2) umgesetzt.

100 -
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Abbildung 4.11: Markierungsausbeute an ["*F]JFB-CH=N-HYNIC (@), ["*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA (0) und
['"®F]FB-CH=N-HYNIC-Substance P (A) [%] in Abhingigkeit von der Reaktionstemperatur
zwischen 24 °C und 90 °C (Reaktionsbedingungen: 2.1 mM, 10 min, 50 mM KH,PO,-Puffer
(pH 5); Daten als x+o;n=23).

Interessanterweise zeigte sich fir die '®F-Markierung von HYNIC-TOCA mit
steigender Temperatur ein anders Verhalten als nach den Vorversuchen mit HYNIC erwartet
(siche Abbildung4.11). Die Ausbeute an ['*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA nimmt mit
steigender Reaktionstemperatur bis auf 85 + 3 % bei 70 °C zu. Bei hoheren Temperaturen
dagegen sinkt die Ausbeute wieder ohne Anzeichen einer Peptidzersetzung bzw. einer
Zunahme an Nebenprodukten. Ein Grund fiir dieses Verhalten wurde gefunden durch den
Vergleich der Markierungsausbeute eines Reaktionsansatzes bei 90 °C, der nach Beenden der

Reaktion auf Eis gekiihlt und zentrifugiert wurde (Standardvorgehensweise), und eines
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Reaktionsansatzes, mit dem nicht so verfahren wurde. Zweiterer zeigte ca. 20 % mehr
Ausbeute. Offensichtlich verdampft bei 90 °C ein Teil des ['"*F]FB-CHO, der bei der
Ausbeutebestimmung des Ansatzes ohne Kiihlung und Zentrifugation dann nicht
berticksichtigt wurde, wodurch der Produktanteil hoher erscheint. Dieser verdampfte Anteil
des ['*F]JFB-CHO steht fiir die Reaktion nicht mehr zur Verfiigung, wodurch das Absinken
bei Reaktionstemperaturen > 70 °C erklirt wird. Bei 70 °C verdampft ['*F]JFB-CHO nicht
oder in weitaus geringerem Umfang (Siedepunkt von 4-Fluorbenzaldehyd =181 °C
(758 mm Hg)). Da alle Standardansitze nach der Reaktion auf Eis gestellt wurden, wurde bei
allen der gesamte Anteil an unreagiertem [ *F]JFB-CHO detektiert.

Eine Abnahme der Ausbeute bei Temperaturen > 70 °C wurde auch fiir HYNIC-
Substance P gefunden, wobei hier die Ausbeuten grundsétzlich ca. 10 % niedriger waren als

die von HYNIC-TOCA.

4.4.6  Untersuchung der Chemoselektivitit der Hydrazonbildung

109 reagiert ['"*F]FB-CHO in Anwesenheit von Aminooxiessigsiure

Wie bereits gezeigt!
nicht mit den funktionellen Gruppen von Cystein, Lysin, Arginin, Serin und Histidin
(pH 4, 60 °C, 25 min). In Abwesenheit der Aminooxifunktion dagegen zeigte nur Cystein

eine Reaktion mit dem Aldehyd.

Wie bei der Radiomarkierung von ungeschiitztem HYNIC-TOCA und HYNIC-
Substance P dargestellt, bildeten sich unter den jeweiligen Reaktionsbedingungen keine
Nebenprodukte (< 1%), die auf eine Reaktion des ['*F]JFB-CHO mit einer funktionellen
Gruppe der Aminosédureseitenketten, wie der des Lysins, Threonins, Arginins, Glutamins oder

einer freien Carbonséure schlieflen lieflen.

Um die Reaktivitit von ["*F]FB-CHO gegeniiber Histidin und Cystein unter den hier
verwendeten Reaktionsbedingungen (Puffer pH 5, 90 °C, 10 min) zu untersuchen, wurden
diese Aminosiuren in fiinffachem Uberschuss zu HYNIC (10.6 mM) sowohl in dessen
Anwesenheit als auch dessen Abwesenheit mit ['*FJFB-CHO umgesetzt. In Abwesenheit von
HYNIC bildete sich nur mit Cystein ein radioaktives Produkt, mit bis zu 5 % Ausbeute. In
Anwesenheit von HYNIC entstand dasselbe Nebenprodukt in geringerem Anteil von
0.5 - 2.5 % ohne eine damit einhergehende Verminderung der Produktausbeute. In Peptiden
kommt allerdings selten freies Cystein vor, da es gewohnlich, zu Disulfidbriicken oxidiert, zur

Stabilisierung der Sekundérstruktur dient. Histidin zeigte dagegen keine Reaktivitdt
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gegeniiber ['®*FJFB-CHO. Diese Ergebnisse sind dhnlich den Ergebnissen die mit Cystein

bzw. Histidin, Aminooxiessigsdure und ['"®*F]FB-CHO beobachtet wurden!'"".

Da Arginin sowie die Glutamine die einzigen abweichenden Aminosduren in
Substance P von denen in TOCA sind, sollte ihre Relevanz fiir die geringere
Radiomarkierungausbeute von HYNIC-Substance P untersucht werden. Deshalb wurden
Reaktionen mit diesen Aminosiduren und HYNIC wie oben beschrieben durchgefiihrt. Die
funktionellen Gruppen beider Aminosiuren reagierten nicht mit ['*F]FB-CHO und fiihrten

auch nicht zu einer Verminderung der Konjugationsausbeute mit HYNIC.

Diese Experimente bestitigten die hohe Chemoselektivitit der Hydrazonbildung, die

den Einsatz ungeschiitzter Peptide ermdglicht.

4.4.7  Vergleich der Hydrazonbildung zur "*F-Markierung von Peptiden mit der
Oximbildung

Um die hier untersuchte Methode zur Radiofluorierung von Peptiden mit der
Oximbildung besser vergleichen zu konnen, wurde die Markierungsausbeute von
HYNIC-TOCA bei einer verldngerten Reaktionszeit von 15 min sowohl bei 90 °C als auch
bei 70 °C unter Standardbedingungen bestimmt. Durch die lingere Reaktionszeit konnte eine
deutlich gesteigerte Ausbeute bei 90 °C von 82 + 3 % gegeniiber 67 + 5 % erreicht werden.
Die Ausbeuten bei 70 °C dagegen lieBen sich nach 15 min gegeniiber denen nach 10 min nur
auf 89 £ 1 % steigern. Damit sind die Markierungsausbeuten der Hydrazonbildung und die
der Oximbildung nach 15 min vergleichbar hoch (89 % gegeniiber 80 — 85 %). Somit stellt
die Hydrazonbildung also eine gute Alternative zur chemoselektiven Radiofluorierung von
Peptiden unter weniger sauren Bedingungen dar. Allerdings bendtigt man fiir &hnliche
Ausbeuten mittels Hydrazonbildung eine ca. vierfach hohere Peptidkonzentration als fiir die
Oximbildung. Ubertragen auf einen groBen MaBstab von 200 — 400 MBq Produkt wiirde diese
Peptidkonzentration keinen Verzicht auf eine abschlieBende Aufreinigung des Radiotracers
erlauben. Durch eine Erhohung der Aktivititskonzentration an ['"*F]FB-CHO im
Kartuscheneluat, entweder durch Einsatz einer hoheren Aktivititsmenge oder durch
Reduktion des Elutionsvolumens und daraus folgend einer Reduktion des Reaktionsvolumens
der Peptidkonjugation, konnte die Menge an einzusetzendem Peptid allerdings vermindert
werden. Fiir den Fall, dass sich eine Aufreinigung vollstindig vermeiden liefe, miisste
['""F]FB-CHO in einem physiologisch vertriglichen Losungsmittel, z.B. Ethanol, zum

Reaktionsansatz gegeben werden.
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4.4.8 Radiosynthese von ["*FJFB-CH=N-HYNIC-Peptiden

Eine '*F-Markierung von Peptiden mittels Hydrazonbildung fiir die Evaluierung der
Tracer wurde nur fiir HYNIC-TOCA und HYNIC-TOCam in einem groBeren Malstab
durchgefihrt. Die  Markierungsreaktion von [°*FJFB-CH=N-HYNIC-TOCA und
['"*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCam erfolgte unter Beriicksichtigung der oben beschriebenen
Ergebnisse bei 70 °C, pH 5 (50 mM KH,PO4-Puffer) und 2.1 mM Peptidkonzentration in
10 min. AnschlieBend wurde das Produkt mittels priparativer HPLC isoliert.

Bei der Optimierung der Isolierung der ['*F]FB-CH=N-HYNIC-Octreotidderivate
erwies sich die Tendenz der Verbindungen, an den unterschiedlichsten Oberflichen wie
Kunststoff, Kartuschenmaterial oder Glas adsorbiert zu werden, als groBte Schwierigkeit. Die
['*F]FB-CH=N-HYNIC-Octreotidderivate konnten auch durch eine Erh6éhung des Anteils an
organischen Losungsmitteln nicht wieder vollstindig von den Oberfldchen geldst werden. Da
bei der Entfernung der Losungsmittel im Vakuum stets ein GroBteil der Aktivitidt im Kolben
verblieb, wurde die Aufkonzentrierung mittels Festphasenextraktion durchgefiihrt, wodurch
sich zudem eine Zeitersparnis ergab. Dabei konnte die beste Wiederfindungsrate (85 - 95 %)
mit einer schwach hydrophoben, so genannten tC,-Kartusche (Waters) durch Elution mit
einem EtOH-Volumen von bis zu 1 ml erzielt werden. Ahnlich wie bei der
Festphasenextraktion des [*FJFB-CHO ist auch bei dieser Synthesestufe die
Aktivitdtskonzentration des Produkts im Kartuscheneluat ein wichtiger Faktor, da sich hier
die verabreichbare Menge EtOH limitierend auswirkt. Unter Vernachldssigung der
Wiederfindungsrate lie sich die Aktivititskonzentration deutlich steigern, da dann ein
Grofteil des Produkts (70 = 5 %) in einem sehr kleinen Volumen von weniger als 100 pl
eluiert werden konnte. Mit dieser Methode konnten Radiochemische Ausbeuten an
['*F]FB-CH=N-HYNIC-Octreotidderivat bis zu 42 % (EOB) in durchschnittlich 110 min

Gesamtreaktionszeit erreicht werden.
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4.5 Untersuchung der radiofluorierten Hydrazone

Fiir die Untersuchungen der Lipophilie, der Stabilitét in verschiedenen Medien und fiir
eine initiale Biodistributionsuntersuchung wurden die  '*F-markierten HYNIC-
funktionalisierten ~ Octreotidderivate verwendet, da fiir Tyr-Octreotide zahlreiche

[49,64,66,35]

Referenzdaten vorliegen . Durch Vergleich mit den Literaturdaten konnte der

Einfluss der Markierungsmethode nahezu isoliert betrachtet werden.

4.5.1  Physikalische Eigenschaften der ['*F]FB-CH=N-HYNIC-Peptide

Da der Vergleich der Lipophilien der ['*F]JFB-CH=N-HYNIC-Octreotidderivate mit
denen  dhnlicher = Verbindungen Informationen iiber die  Auswirkungen der

Markierungsmethode auf das in  vivo-Verhalten der [18F]FB-CH=N-HYNIC-

[34,36] [35]

Octreotidderivate liefern kann, wurde diese nach Standardmethoden

(Pow = Verteilungskoeffizient(Octanol/Wasser)) bestimmt. Fiir ['*F]JFB-CH=N-HYNIC-
TOCA wurde ein logP,, von 1.49 = 0.09 gefunden (siche Tabelle 8.3, Anhang). Verglichen
mit ['*I]TOCA (logPey von -0.77 + 0.04) ist dieser Wert sehr hoch. Durch die Wahl eines

als logPow

geeigneten Aldehyds mit geladenen und/oder hydrophilen Gruppen oder durch
Glykosylierung des Peptidgeriists konnte die Lipophilie der ['*FJFB-CH=N-HYNIC-Peptide
gesenkt werden, was einen vorteilhaften Einfluss auf die in vivo-Charakteristika des Tracers

haben konnte.

4.5.2 pH-Abhingigkeit der Stabilitit der Hydrazonbindung

Die Stabilitdit von Hydrazonen bei neutralen pH-Werten und ihre sdurekatalysierte

Hydrolyse ist in der Literatur vielfach beschrieben! 3!, wobei die detailliertesten

Untersuchungen fiir die Freisetzung von Doxorubicin, einem Keton, vorliegen!'*"*%. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit sich diese Daten fiir ['*F]FB-
CH=N-HYNIC-TOCam bestitigen lassen. Das konjugierte System von ['*F]FB-CHO in
Kombination mit einem elektronenziehenden Substituenten in Paraposition sollte die
Stabilitit der daraus resultierenden Hydrazone erhohen. Eine Instabilitdit der
Hydrazonbindung bei pH-Werten < 7 konnte ein Aktivitits-"Trapping" in Tumorzellen und
damit eine Erhohung des Tumor/Hintergrund-Verhiltnisses beim Imaging mit '*F-markierten

Peptiden ermdglichen. Diese Mdglichkeit der Akkumulation beruht auf der Annahme, dass

die Hydrazonbindung des intakten Tracers nach Internalisierung durch den schwach sauren
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[150,152]

pH-Wert in den endosomalen und Ilysosomalen Kompartments und im

[178]

Mikroenvironment einiger Tumore" ™ gespalten wird. Der dadurch freigesetzte Aldehyd bzw.

das Oxidationsprodukt, die Carbonséure, sollte in der Zelle verbleiben und sich anreichern, da

. . . . eqe e . 49.179.1
geladene Verbindungen zumeist eine verminderte Membranpermeabilitit aufweisen*”' 7151,

Die saurekatalysierte Riickreaktion des Hydrazons in die Einzelkomponenten wurde bei
37°C 1tber einen Zeitraum von 5 h verfolgt. Dazu wurden die Anteile an
['"F]FB-CH=N-HYNIC-TOCam, ["*FJFB-CHO und ['®FJFBA sowie diec mdglicher
Verunreinigungen in den Proben bei pH 7.5, 5.5 und 4.0 nach je 5, 90, 180 und 300 min
mittels Radio-HPLC bestimmt. Fiir diese Experimente wurde
['"®*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCam wie in Kapitel 4.4.8 beschrieben synthetisiert und isoliert.
Dabei wurde das Produkt im ethanolischen Kartuscheneluat mit einer Reinheit von 97 £ 1 %
mit ["*F]JFB-CHO und ["*F]FBA als Verunreinigungen erhalten. Uber einen Zeitraum von 6 h
bei RT nahm der Anteil dieser Verunreinigungen in dieser Referenzldsung um insgesamt 4 %
zu. Fiir die Durchfiihrung der Stabilitdtsstudien wurde das ethanolische Kartuscheneluat mit
['"®*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCam im Verhiltnis 1 : 3 in Puffer (pH 7.5, 5.5 und 4.0; 50 mM
KH,PO4-Puffer) gegeben.

100
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Abbildung 4.12: Hydrazonstabilitit von ['*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCam (m) und Freisetzung von
['*F]FB-CHO (A) bei pH 7.5 (=), pH 5.5 (—) und pH 4 (— =) nach 5, 90, 180 und 300 min
Inkubation bei 37°C in 50 mM KH,PO,-Puffer (Daten als x+ o ; n=3).

Abbildung 4.12  stellt die  Ergebnisse der  Stabilitdtsuntersuchung  von
['®F]FB-CH=N-HYNIC-TOCam dar. In allen Experimenten nahm die Menge an intaktem
Tracer mit der Zeit kontinuierlich ab und die von ["*F]JFB-CHO und ['*F]JFBA zu
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(siche Tabelle 8.1, Anhang). Allerdings waren deutliche Unterschiede im Ausmal} der
Hydrazonspaltung in Abhéngigkeit vom pH-Wert erkennbar. Das intakte, radiofluorierte
Peptid zeigte bei pH 7.5, wie erwartet, eine hohe Stabilitdt. Nach 5 h waren noch 87 = 1 % des
intakten Tracers vorhanden. Neben den Hauptabbauprodukten ["*F]JFB-CHO (6 + 1 %) und
["FIFBA (3 + 1 %) waren vernachlissigbar geringe Mengen an unbekannten
Verunreinigungen detektierbar. Bei pH 5.5 blieb ["*FJFB-CH=N-HYNIC-TOCam zu
72 £5 % intakt. Bei pH 4 blieben nur 65+ 1 % des Tracers unverdndert, wohingegen
31 +2 % ['*F]JFB-CHO freigesetzt wurden. Interessanterweise lieB sich bei pH 4 nur ca. 1 %
['"*F]FBA nachweisen, wihrend bei pH 5.5 nach 5 h Inkubation nahezu equivalente Mengen
an ["*F]FB-CHO (13 + 1 %) und ["*F]FBA (10 + 2 %) gefunden wurden. Bei einer analogen
Stabilititsuntersuchung mit ['*FJFB-CHO bei pH 5.5 und bei pH 4.0 stellte sich heraus, dass
die Oxidationslabilitit nicht vom pH-Wert der Losung abhéngt (2 + 1 % ['*FJFBA bei pH 5.5
gegeniiber 1 + 0.5 % ['*F]JFBA bei pH 4.0). Offensichtlich spielt eine erhohte Reaktivitit des
Aldehyds wihrend der Hydrolyse des Hydrazons in Kombination mit dem pH-Wert fiir die
Oxidation zur Carbonsiure eine Rolle. In vivo sollte der ['*F]FB-CHO schnell durch Enzyme

zur Carbonsiure oxidiert werden, und so nur ein Spaltprodukt auftreten!'®'-'*2],

Die Ergebnisse der pH-Abhingigkeit der Hydrazonstabilitdt stehen im Einklang mit den
Literaturangaben und bestirken die Annahme, dass die Spaltung von Hydrazonen unter
endosomalen Bedingungen fiir eine intrazelluldre Aktivititsretention genutzt werden kann.
Diese Instabilitit der Hydrazonbindung bei pH-Werten < 5.5 eroffnet einen Weg zur
zielgerichteten Freisetzung von radiomarkierten Fragmenten im Zielorgan. Diese Ergebnisse
bestitigen aullerdem die erhohte Stabilitit der Hydrazone aus aromatischen Aldehyden
gegeniiber denen aus Ketonen, bei denen nach 5 h ca. 54 % hydrolysiert sind'*"'".
Allerdings erscheint die hier gefundene Instabilitdt von ['*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCam fiir
eine in vivo-Anwendung in Relation zur kurzen Halbwertzeit von '°F zu langsam, da nach
90 min sogar bei pH 4 nur 14 + 4 % ['*F]FB-CHO freigesetzt wurden. Deshalb kénnte durch

Wahl einer geeigneten Carbonylkomponente die Instabilitit der Hydrazonbindung erhoht

werden. Dabei sollte allerdings die Stabilitdt bei neutralem pH unbeeinflusst bleiben.
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4.5.3  Stabilitit von [*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCam in Serum

Neben der Stabilitit der Hydrazonbindung bei unterschiedlichen pH-Werten ist die
Stabilitdit der markierten Peptide gegeniiber Proteasen und anderen Enzymen von grofem
Interesse. Zundchst wurde das Verhalten von ['F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCam in
Humanserum bei 37 °C betrachtet. Wegen seiner C-terminalen Amidfunktion war fiir diesen
Tracer eine erhohte Stabilitit zu erwarten. Nach Isolierung des radiomarkierten Peptids
mittels Radio-HPLC und anschlieBendem Neutralisieren der Losung wurden die

Losungsmittel im Vakuum entfernt und die Verbindung in Serum aufgenommen (n = 2).

Nach der 60 miniitigen Inkubation der Proben bei 37 °C wurde der intakte Tracer
mittels Festphasenextraktion isoliert. Dabei wurde das Produkt in 82 + 3 % Ausbeute isoliert.
14 £ 0.3 % der Aktivitit fanden sich im Kartuschendurchlauf wieder. Wegen des hohen
Volumens des Eluats wurde eine zweite Festphasenextraktion mit einer Kartusche mit
geringerer Fiillmenge angeschlossen, bei der 16 3 % Aktivititsmenge auf der Kartusche
blieben. Das fiihrte zu einer Gesamtausbeute von 73 %. Insgesamt kann also deshalb nur eine

Aussage liber die Identitéit des GroBteils der Aktivitét getroffen werden.

....................................

Zeit/min

Abbildung 4.13: Radio-HPLC-Chromatogramm (Gradient: 20-70 % MeCN (0.1 % TFA) in 20 min) der
Stabilititsuntersuchung von ["*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCam in Serum nach 60 min Inkubation
bei 37 °C: — Blutprobe und --- Referenz ["*FJFB-CH=N-HYNIC-TOCam
(Qualitdtskontrolle).

Die HPLC-Chromatogramme beider Proben zeigten ausschlieBlich den Peak von
['"*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCam (siche Abbildung 4.13). Dieses Experiment lieferte keine
Hinweise auf eine Spaltung oder einen Abbau des '*F-markierten Octreotidderivats, da kein
Spaltprodukt des Tracers im Chromatogramm detektierbar ist und die Tendenz des intakten

Tracers, an Oberfldchen haften zu bleiben, bekannt ist (siehe Kapitel 4.4.8).
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4.5.4  In vivo-Stabilitit und -Verteilung von [*F|FB-CH=N-HYNIC-TOCA

Nachdem kein Abbau von ["*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCam in Serum beobachtbar war,
wurde die Stabilitdit von [°FJFB-CH=N-HYNIC-TOCA an nicht tumortragenden
Black six-Méusen untersucht. Die Miuse (n = 2) wurden 30 min p.i. getotet und Blut, das
sofort mit Heparin versetzt wurde, sowie Leber und Niere entnommen. Die Organe wurden in
einem Dismembrator homogenisiert. = Wegen der Aktivititsverluste bei der
Stabilititsuntersuchung in Serum wurde bei diesem Metabolitenexperiment ein anderes
Verfahren angewendet. Im ersten Extraktionsschritt wurde auf das Blut bzw. die
homogenisierten Organe 20%iges MeCN in PBS gegeben und die Suspension intensiv
vermischt. Der Zusatz von MeCN sollte die Extraktion von ['*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA
erleichtern. Nach Zentrifugation wurden die Proteine aus dem Uberstand durch Zugabe
desselben Volumens MeCN gefillt. Nach erneuter Zentrifugation wurden diesem Uberstand
Proben fiir die HPLC-Analyse entnommen. Fir das Blut konnte die
Gesamtextraktionseffizienz auf diesem Wege auf 80 = 1 % gesteigert werden. Dies galt nicht

fiir die Organproben, bei denen nur eine geringe Gesamtausbeute ( 17 — 23 %) erzielt wurde.

Blut

Zeit [min]

Abbildung 4.14: Radio-HPLC-Chromatogramm (Gradient: 1 - 20 min 22-50%, 20 — 25 min 100 % MeCN
(0.1% TFA), 4 ml/min Fluss) der Metabolitenanalyse von ['*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA im
Blut in Black six-Méusen 30 min p.i. (n=2): — Blutprobe und - Referenz
["*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCA.
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Abbildung 4.15: Radio-HPLC-Chromatogramm (Gradient: 1 - 20 min 22-50%, 20 — 25 min 100 % MeCN
(0.1% TFA), 4 ml/min Fluss) der Metabolitenanalyse von ["*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA in der
Leber in Black six-Méusen 30 min p.i. (n=2). — Probe und - Referenz
["*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCA.

Niere

["®FIFBA
[®F]FB-CHO

Zeit [min]

Abbildung 4.16: Radio-HPLC-Chromatogramm (Gradient: 1 - 20 min 22-50%, 20 — 25 min 100 % MeCN
(0.1% TFA), 4 ml/min Fluss) der Metabolitenanalyse von ["*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA in der
Niere in Black six-Méusen 30 min p.d. (n=2). — Probe und - Referenz
['®F]FB-CH=N--HYNIC-TOCA.

Die HPLC-Chromatogramme der beiden Blutproben zeigten keine Metaboliten von
['"*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCA (siche Abbildung4.14 und Abbildung 8.1 im Anhang),
wohingegen in den Chromatogrammen der Leber- (sieche Abbildung 4.15 und Abbildung 8.2
im Anhang) und der Nierenextrakte (siche Abbildung 4.16 und Abbildung 8.3 im Anhang)
sowohl ["*F]JFB-CHO (1 + 0.5 % in der Leber bzw. 8 + 1 % in der Niere) und ['*F]FBA
(1 £0.4 % in der Leber bzw. < 1 % in der Niere) als auch andere, unidentifizierte Metaboliten
bis zu einem Gesamtanteil aller radioaktiven Abbauprodukte von 12 — 18 % gefunden
wurden. Bei einem Teil der Metaboliten handelte es sich um sehr lipophile Verbindungen, die
erst wihrend des Spiilens der HPLC-Saule eluiert werden konnte. Somit kann festgestellt
werden, dass in den untersuchten Organen eine Metabolisierung nachgewiesen werden

konnte.
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Abbildung 4.17: Biodistribution von ["*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA in Black six-Miusen (n = 2) 30 min p.i.;
Daten in Prozent der injizierten Dosis [% iD/g] (Daten als x + ¢ ).

Die parallel durchgefiihrte, initiale Biodistributionsstudie (n = 2, 30 min p.i.) bestdtigte
die hohe Stabilitit der aromatischen '“F-C-Bindung gegeniiber Defluorierung in vivo
(Knochen: 0.5 £ 0.03 % 1D/g). Ansonsten zeigten die Biodistributionsdaten deutlich die
Auswirkung der hohen Lipophilie des Tracers (siehe Abbildung4.17 und Tabelle 8.2,
Anhang), die durch die zwei aromatischen Gruppen am N-Terminus bedingt ist. Die Aktivitét
wird fast ausschlieBlich hepatobilidr ausgeschieden bzw. akkumuliert (28 + 2 % iD/g in der
Leber und 63 + 4 % iD/g im Darm gegeniiber 5 + 1 % iD/g in der Niere). Diese in vivo-
Verteilung macht deutlich, dass zur Optimierung der Biodistribution die Lipophilie verringert
werden muss, z.B. durch Einsatz einer Carbonylkomponente mit hydrophilen und/oder
geladenen Gruppen. Alternativ kénnte ein Zuckerrest zur Senkung der Lipophilie in das
Molekiil eingefiihrt werden. Im Fall von Cel-S-Dpr(FBOA)TOCA, ein mittels Oximbildung
radiofluoriertes Octreotidderivat, wurde durch Anpassung der GroBe des Zuckerrestes

(Cellobiose gegeniiber Glucose) der Einfluss des [*F]FB-CHO ausgeglichen!'*"),
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4.6 »"Tc-Markierung der HYNIC-Peptide

Wie bereits erwihnt, ist die mogliche Verwendung derselben HYNIC-funktionalisierten
Peptide als Vorldufer sowohl fiir die hier entwickelte Radiofluorierungsmethode als auch fiir

die *™Tc-Markierung!"! ein entscheidender Vorteil.

Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit neben der Evaluierung der Radiofluorierung
via Hydrazonbildung auch die *"Tc-Markierung von HYNIC-TOCam getestet. Als Coligand
wurde Ethylendiamindiessigsdure (EDDA) gewéhlt, da mit diesem Coliganden in einer
einfachen Reaktion stabile Komplexe entstehen (sieche Abbildung 1.12). Die Reaktion wurde
bei Raumtemperatur mit geringen Mengen SnCl,*2H,0 (5 ng) bei pH 7.5 durchgefiihrt. Das
Peptid wurde in einer Konzentration von 10 nM im 1 ml Ansatz eingesetzt!''®). Nach 60 min

Reaktionsdauer wurden die Ansétze mittels Radio-HPLC untersucht.

Die *Tc-Markierung von HYNIC-TOCam zeigte sehr hohe Ausbeuten bis zu 82 +2 %
(HPLC (22 — 42 % B in 20min): k" = 7.2). Diese Ausbeuten sind hoher als die von
Decristoforo et al. fiir HYNIC-TOC mit EDDA als Coligand gefundenen Ausbeuten von
63 %"l Die Hauptverunreinigungen im Chromatogramm waren Pertechnetat (6 - 8 %)

und eine unidentifizierte, hydrophilere Verbindung (6 - 10 %).
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5 ?MTe-Tricarbonyl-markierte Peptide

5.1 Wahl und Design der Markierungsvorliufer

Die  hier  dargestellten  Untersuchungen  der ™

Tc-Markierung ~ von
chelatorfunktionalisierten Peptiden mit [*™Tc(H,0)3(CO);]™ basieren auf den Ergebnissen
vorangegangener Arbeiten®>"*! und sollen diese weiterfiihren.
N“-(1-Deoxy-D-fructosyl)-Lys’(N*-(carboxymethyl-pyridin-2-yl-methylamino)acetyl)-
Tyr’-octreotat (Gluc-Lys’(Pic)-TOCA; siehe Abbildung 5.1) erwies sich nach ersten in vitro-
und in vivo-Untersuchungen als vielversprechend fiir die Diagnostik
somatostatinrezeptorpositiver Tumore. Allerdings hatte sich gezeigt, dass fiir diese
Verbindung erst ab einer Vorliuferkonzentration von 10 M Markierungsausbeuten > 80 %
erhalten werden, wohingegen fiir das analoge N’-(1-Deoxy-D-fructosyl)-Lys’(N*-(histidiny1)-
Tyr’-octreotat (Gluc-Lys’(His)-TOCA) bei einer Konzentration von 10™* M bereits Ausbeuten
> 90 % erzielt werden konnten. Dagegen wurden laut Literaturdaten bei der Reaktion von
[™Tc(H,0)3(CO)s]” mit 2-Picolylamindiessigsdure (Pic) bereits bei Konzentrationen von
10° M und damit geringeren als fiir Histamin (10*M) gute Ausbeuten erzielt!'*®!. Im Rahmen

dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob und inwieweit die Natur des Chelators oder die

rdumliche Nihe der Zuckereinheit Ursache fur die unterschiedlichen Ausbeuten sind.

Zu diesem Zweck sollte ein weiterer dreizdhniger Chelator synthetisiert und beziiglich
seiner Markierungseffizienz evaluiert werden. Da bekannt ist, dass **™Tc(CO);-Komplexe mit
dreizdhnigen Chelatoren stabiler sind als die Komplexe mit zweizdhnigen Liganden und

zudem die unerwiinschte zusitzliche Komplexierung durch Austausch des in der

99m

Koordinationssphire des Tc verbliebenen, labil gebundenen Wassermolekiils mit

126], war ein solcher tridentater

137]

funktionellen Gruppen anderer Biomolekiile unterbleibt!
Chelator von groBem Interesse. Der von Pak er al entwickelte His™-Chelator!
(N'-Carboxymethyl-histidin = His(N'-CM)-OH, CM = Carboxymethyl; siche Kapitel 1.5.6.3,
Abbildung 1.13 und Abbildung 5.1) erfiillt alle Voraussetzungen, die eine weitere Aufklarung
der fiir die Verwendbarkeit als **™Tc(CO);-Chelator fiir den in vivo-Einsatz wichtigen
Faktoren erlauben sollten: Durch Vergleich der Markierungseffizienz der drei
peptidgebundenen Chelatoren, His, Pic und His®, sollten Riickschliisse auf den Einfluss der
Art und Zahl der koordinierenden Atome bzw. Funktionen gezogen werden. Da der
His"-Chelator His(N*-CM)-OH das *™Tc iiber dieselben funktionellen Gruppen komplexiert

wie Histidinyl in Gluc-Lys’(His)-TOCA, aber iiber eine zusitzliche Carbonsiurefunktion des
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His® zur Koordination verfiigt, sollte der Vergleich dieser beiden Histidinchelatoren eine

Aussage iiber den Einfluss der Dentizitit erlauben.
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Abbildung 5.1: Die hier untersuchten Peptide: His™-TOC, His-TOCA, Gluc-Lys"(His)-TOC, Gluc-Lys’(His)-
TOCA und Gluc-Lys’(Pic)-TOCA.

Uber die N'-stindige Carboxymethylfunktion von His(N-CM)-OH ist dessen

Konjugation an ein Peptid moglich. Fiir Markierungsuntersuchungen wurden
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(2-(4-(2-Amino-2-carboxyethyl)-imidazol-1-yl)acetyl)-D-Phe'-Tyr’-octreotid (His"-TOC)
und (2—(4—(2—Amino—carboxyethyl)—imidazol—1—yl)acetyl)—D—Phel—Tyr3—octreotat (His"-TOCA)
synthetisiert und radiomarkiert. Durch Vergleich der Markierungsausbeuten dieser beiden
Vorldufer kann ein  Einfluss der C-terminalen  Carboxylgruppe auf die
Komplexierungseffizienz untersucht werden. Der Vergleich dieser unglykosylierten Derivate
mit glykosylierten Octreotidderivaten ermdglicht es, die Auswirkung der Zuckerung auf die

Radiomarkierung zu bestimmen.

Die initiale Evaluierung von N“-(1-Deoxy-D-fructosyl)-
Lys’(N°-([*™Tc(OH,)(CO)s]histidinyl)-Tyr*-octreotid  (Gluc-Lys’([**™T¢]His)-TOC),
Gluc-Lys’([**™Tc(CO);]His)-TOCA (Gluc-Lys"([”™Tc]His)-TOCA) und

Gluc-Lys’([*™Tc(CO)3]Pic)-TOCA  (Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)-TOCA) hatte vor allem fiir
letztgenannten Tracer eine Biodistribution mit vorzugsweise renaler Ausscheidung, geringem
abdominalen Hintergrund und Tumor/Organ-Verhiltnissen > 1 gezeigt!*”). Aus diesem Grund
wurde 1im Rahmen dieser Arbeit die Optimierung der Radiosynthese von
Gluc—LysO([99mTc]Pic)—TOCA sowie weitere in vivo-Evaluierungen dieses vielversprechenden

Tracers durchgefiihrt.

5.2 Synthese der Markierungsvorliufer

5.2.1  Synthese von N'-Carboxymethyl-N*-Fmoc-histidinmethylester

Der His™-Chelator wurde von Pak et al. als Ligand fiir ™ Tc(CO)s entwickelt!*” und

bereits zur Markierung von Biotin, Leucin-Enkephalin und Vitamin B, verwendet!'®],

Fiir die vorliegende Arbeit erfolgte die mehrstufige Synthese des Chelators analog der
in der Literatur beschriebenen Reaktionsfiihrung (Abbildung 5.2). Dabei wurden &dhnliche
Ausbeuten, wie in der Literatur angegeben, erzielt. Die Entfernung der
tert-Butyl-Schutzgruppe des N'-(2-tert-Butoxy-2-oxoethyl)-N*-Fmoc-histidinmethylester
(Fmoc-His(N-CM-tBu)-OMe) im letzten Schritt vor der Kupplung an die Peptide wurde
dagegen in abgewandelter Form mit TFA durchgefiihrt.
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Abbildung 5.2: Syntheseschema von Fmoc-His(N'-CM)-OMe.
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5.2.2  Synthese von His'-TOC und His-TOCA

Die Kupplung des N'-Carboxymethyl-N“-Fmoc-histidinmethylester
(Fmoc-His(N'-CM)-OMe) an Tyr’-Octreotid wurde in Losung durchgefiihrt. In Vorversuchen
hatte sich herausgestellt, dass die Konjugation mit den Standardkupplungsreagenzien HOBt,
TBTU und DIPEA zu langsam war und geringe Ausbeuten lieferte. Die N'-stindige
Carbonsdurefunktion des Fmoc-His(N'-CM)-OMe scheint weniger reaktiv zu sein als die von
Standard-Fmoc-Aminosduren, weshalb andere Aktivierungsreagenzien, die Kombination aus
HOAt, DIC und Pyridin, und ein zweifacher Uberschuss an Carbonsiurekomponente und
Aktivierungsreagenzien gegeniiber dem Peptid angewendet wurden. Auch unter Verwendung
dieser Bedingungen war die Reaktion gemd3 HPLC-Kontrolle erst nach 80 h abgeschlossen.
AnschlieBend wurden die Fmoc- und die Dde-Schutzgruppen entfernt. Versuche, die
Methylesterspaltung mit LiOH (0.2 M) in einem Gemisch aus MeOH und Wasser (2 : 1, v/v)
zu erzielen, filhrten zur Zersetzung des Peptids. Ebenso erfolglos war die Esterspaltung mit
Piperidin in DMF (1 : 1, v/v). Erfolgreich dagegen war die sehr milde Entschiitzungsmethode
in Boratpuffer bei pH 8.5. Allerdings lduft diese Reaktion sehr langsam ab und war erst nach
7 Tagen beendet. AbschlieBend wurde das Peptid mittels praparativer HPLC gereinigt und mit

einer Reinheit > 97% erhalten.
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Als Alternative wurde die analoge Reaktion von Fmoc-His(N'-CM)-OMe und
Tyr’-Octreotat am Trigerharz durchgefiihrt. Es wurden ebenfalls HOAt, DIC und Pyridin als
Aktivierungsreagenzien eingesetzt. Es stellte sich heraus, dass auch nach dieser Methode die
Reaktion erst nach 6 Tagen beendet war. Nach der Abspaltung des Peptids vom Harz und der
Cyclisierung wurden die Entschiitzungen analog denen von His-TOC durchgefiihrt.
His"-TOCA wurde nach Isolierung mittels préparativer HPLC mit einer Reinheit > 99 %

erhalten.

523  Gluc-Lys'(Pic)-TOCA

Die Synthese von Gluc-Lys’(Pic)-TOCA wurde, aber mit geringfiigigen Abwandlungen
wie bereits beschrieben®>'**!, durchgefiihrt. So erfolgte die Kupplung von Lys’ am polymeren
Trigerharz. Lys’ dient bei diesem Markierungsvorldufer als trifunktioneller Linker, um
sowohl eine Glykosylierung als auch eine Funktionalisierung mit einem Chelator zu
ermOglichen. Dieses Linker-Konzept wurde bereits bei radiofluorierten Octreotiden mit Lysin

[66.10] 'Dje Abspaltung vom Harz unter

oder 2,3-Diaminopropansédure erfolgreich eingesetzt
gleichzeitiger Entfernung der sdurelabilen Schutzgruppen und die Cyclisierung des Peptids
lieferten Fmoc-Lys’-TOCA(Dde). Im Folgeschritt wurde Picolylamindiessigsiure in Losung
unter Standardbedingungen mit HOBt, TBTU und DIPEA als Kupplungsreagenzien an die

Seitenkettenaminofunktion von Lys’ gekuppelt.

OH
(o}
HszH\ __TOCA(Dde) MeOH/AcOH 95/5 HO vl\ __TOCA(Dde)
- N .
H H OH :
o
HO
HO
OH OH
HN HN
“Pic “Pic
AcOH
_TOCA(Dde) _TOCA(Dde)
HO OH
+

a- und B-Anomere a- und B-Anomere

Abbildung 5.3: Schematische Darstellung der Glykosylierung von Lys’(Pic)-TOCA(Dde) mit Amadori-
Umlagerung!®,
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Die Amadori-Reaktion zur Glykosylierung nach der Fmoc-Entschiitzung wurde wie in

351831 Mit dieser Reaktion lasst sich ein Zuckerrest an

der Literatur beschrieben durchgefiihrt!
eine Aminogruppe kniipfen, wie hier an den N-Terminus eines Octreotidderivats. Dabei findet
zunichst eine durch Essigsédure katalysierte Bindungsbildung zwischen der Aminogruppe und
dem anomeren C-Atom einer Aldose, in diesem Fall Glucose, zum N-Glykosylamin statt.
AnschlieBend lagert sich das entstandene Zwischenprodukt wie in Abbildung 5.3 dargestellt
um, wobei sowohl von dem Fiinfring- als auch dem Sechsringisomeren das o- und das

(186 Diese Isomeren

B-Anomere in verschiedenen Gleichgewichtskonzentrationen entstehen
lieBen sich HPLC-analytisch nicht auftrennen. Laut HPLC-Kontrolle war die Reaktion nach
20 h beendet. Das glykosylierte Peptid konnte nach der Dde-Entschiitzung und Isolierung
mittels priparativer HPLC mit einer Reinheit > 99 % isoliert werden. Gluc-Lys’(His)-TOC

und Gluc-Lys’(His)-TOCA wurden wie beschrieben synthetisiert!*>'>.

5.3 #MT¢(CO);-Markierung von chelatorfunktionalisierten Peptiden

Im ersten Schritt der Peptidmarkierung wird [*™Tc]Pertechnetat zum

#"TclTriaquatricarbonyl-Komplex reduziert. In der Peptidmarkierungsreaktion wird der

[*"™Tc(H20)3(CO)s]-Komplex dann unter Austausch der labil gebundenen Wassermolekiile

durch die im Chelator vorhandenen Donoratome gebunden.

5.3.1 Reduktion des Pertechnetats zu [*’™Tc(H,0)3(CO)s]"

Das  Pertechnetat wurde mit physiologischer Kochsalzlosung aus dem
Mo/”™Tc-Generator eluiert und in einem "IsoLink"-Kit (Mallinckrodt) durch
Dikaliumborancarbonat (K;[H3;BCO;]) als Reduktionsmittel und in situ-Carbonylquelle zu
"™ Tc(H20)3(CO)s]" umgesetzt. Um nach der Reaktion die Reduktionsmittel vollstindig zu
entfernen, wurde der Reaktionsansatz zunéchst auf pH 5 - 6 angesduert. Fiir die Umsetzung
mit Peptiden wurde die Losung dann auf pH 7.5 eingestellt. Die Qualitdtskontrolle mittels
Radio-HPLC zeigte, dass bei 90°C in 20 min [**"Tc(H,0)3(CO)s] -Ausbeuten von 98 + 0.4 %
erzielt wurden. Es stellte sich heraus, dass mittels Reoxidation durch Luftsauerstoff die
Ausbeute vermindert wird. Aus diesem Grund wurde die Reduktion in einem geschlossenen
"Kit-Vial" mit entgasten Losungsmitteln durchgefiihrt. AuBerdem wurde die
[®™Tc(H,0)3(CO)s] -Losung  fiir die anschlieBende Peptidmarkierung unter Argon

aufbewahrt. Trotz dieser Vorsichtsmaflnahmen nahm wéhrend der Aufbewahrung der Losung
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{iber einen Zeitraum von ca. 8 h der Anteil an *™Tc-Tricarbonyl auf 92 + 1 % ab. Diese
Verminderung des Anteils an reaktiver Komponente wurde fiir die Ausbeutebestimmung der

Peptidmarkierung beriicksichtigt.

5.3.2  Abhingigkeit der Markierungsausbeuten von der Vorliuferkonzentration

Um die Einfliisse struktureller Verdnderungen auf die Markierungseffizienz von
chelatorfunktionalisierten Peptiden zu untersuchen, wurden die Markierungsausbeuten von
His>TOC und HisTOCA mit *™Tc-Tricarbonyl in Abhéngigkeit von der
Vorlduferkonzentration mit den  Ergebnissen  analoger  Untersuchungen  mit

Gluc-Lys(Pic)-TOCA und Gluc-Lys’(His)-TOCA!"*? verglichen.

Das HPLC-Chromatogramm der ,,Kit“-Losung nach der Reduktion des Pertechnetats
wurde zur Bestimmung der Ausbeute an [ Tc(H,0)3(CO);]" durch Integration des Signals
im Radioaktivkanal herangezogen. Der hier ermittelte Anteil an [*’™Tc(H,0)3(CO)s]" diente
als Grundlage fiir die Berechnung der Markierungsausbeute an markiertem Peptid.

Die Abhingigkeit der Ausbeute an ™

His“TOC und His-TOCA im Reaktionsansatz wurde im Bereich 10°-10°M (n= 3)

Tc-markiertem Peptid von der Konzentration von

untersucht. Dazu wurde die entsprechende Stammldsung vom Peptid jeweils 1 : 10 mit der

Losung aus der ,,Kit“-Reduktion verdiinnt und 30 min auf 75 °C erhitzt.

Abbildung 5.4 zeigt die Abhingigkeit der Markierungsausbeute von der
Peptidkonzentration fiir His'-TOC und His"-TOCA im Vergleich zu der von
Gluc—LysO(HiS)TOCA und Gluc—LysO(Pic)TOCA[l39’153].
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Abbildung 5.4: Markierungsausbeute [%] an [*™Tc]HisTOC (——bzw.0) und [*"Tc]His“TOCA
(— bzw. ®) (Kurven durch Regressionsrechnung bis 10> M verlingert) im Vergleich zu der
von  Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA  ( bzw. ¥ )" und  Gluc-Lys’([*™Tc]His)TOCA
( bzw. V) bezogen auf den [*"Tc(OH,);(CO);]'-Anteil an der Gesamtaktivitdt im
Chromatogramm in Abhéngigkeit von der Peptidkonzentration (-loglO(Peptidkonzentration)
[mol/1], sigmoidale Regression, 30 min, 75 °C).

Die Verldufe der Kurven fiir die Markierungsausbeuten in Abhingigkeit von der
Vorlduferkonzentration von His-TOC und His'-TOCA zeigten einen im Rahmen der
Fehlergrenzen  sehr  &dhnlichen  Verlauf (Abbildung 5.4). Mit diesen beiden
Markierungsvorldufern lédsst sich eine 50 %ige Ausbeute bei einer Konzentration von 4.0 uM
bzw. 5.4 puM fir His'-TOC bzw. His'-TOCA erzielen, im Vergleich zu 5.1 uM fiir
Gluc-Lys’(His)TOCA und 40.5pM  fir  Gluc-Lys’(Pic)TOCA!*'**  Fir  die
Maximalausbeuten von His*-TOCA und His-TOC fanden sich nahezu identische Werte
(95 + 2 % gegeniiber 96 £ 3 %). Da die Markierungsausbeuten von His"-TOC und His-TOCA
unter Beriicksichtigung der Fehlergrenzen sehr dhnlich waren, spielt offensichtlich der unter

den Reaktionsbedingungen (pH > 7.5) deprotonierte C-Terminus nur eine geringfiigige Rolle.

In den HPLC-Chromatogrammen traten als Nebenprodukte vor allem Pertechnetat und
der [99mTc(H20)3(CO)3]+—K0mplex auf. Die Menge an Pertechnetat konnte nicht quantifiziert

99mTc(H20)3(CO)3]+—K0mpleX coeluiert, sein Vorhandensein ldsst

werden, da es mit dem |
sich in den meisten Féllen jedoch anhand einer Aufspaltung des Peaks erkennen.

Die fiir effiziente >°™

Tc-Markierungen ndtigen Peptidmengen sind vor allem im
Hinblick auf eine Routine-Produktion von **"Tc-markierten Peptiden von Bedeutung. Hierfiir

ist eine mdoglichst quantitative Reaktion bei &uBerst niedrigen Peptidkonzentrationen
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erwinscht ("Kit-Formulierung", siehe Kapitel 1.5.1 und Kapitel 1.5.6), damit eine
zeitaufwendige Aufreinigung vermieden werden kann. Im Fall der hier untersuchten
Verbindungen ist eine solche Kit-Produktion wahrscheinlich nicht mdglich, da die
notwendigen Markierungsausbeuten an [ Tc¢]His*-TOC bzw. [*""Tc]His"“TOCA (> 97 %)
nur bei Vorliuferkonzentrationen von 10° M erreicht wurden. Dadurch ist eine Abtrennung

des Vorldufers im Anschluss an die Markierungsreaktion unumgéanglich.

Wie aus Abbildung 5.4 ersichtlich, wurde fiir die beiden mit dem tridentaten
His(N'-CM)-OH-Chelator  funktionalisierten ~Octreotidderivate interessanterweise eine
Konzentrationsabhéngigkeit gefunden, die in den Fehlergrenzen mit der des mit dem
bidentaten Histidin funktionalisierten Gluc-Lys’(His)-TOCA identisch ist!**). Somit zeigten
alle Markierungsvorldufer mit Histidinderivaten als Chelatoren eine  hohere
Komplexierungseffizienz als Gluc-Lys’(Pic)-TOCA. Daraus lisst sich schlieBen, dass nicht
die Zihnigkeit des Chelators die Ursache fiir die geringeren Ausbeuten von
Gluc-Lys’(Pic)-TOCA ist, sondern vielmehr die unterschiedlichen Koordinationsfihigkeiten
der bindenden Atome der beiden Chelatortypen (Pyridin- gegeniiber ImidazolstickstofY).

Da der Vergleich der drei mit Histidinderivaten funktionalisierten Peptide keine
signifikant unterschiedlichen Ausbeuten zeigte, obwohl Gluc-Lys’(His)-TOCA einen
Zuckerrest trigt, lisst sich daraus schlieBen, dass der Zuckerrest in Gluc-Lys’(His)-TOCA im
Vergleich zu His-TOC und His'-TOCA keinen relevanten Einfluss auf die Ausbeuten hat.

Die Ergebnisse machen deutlich, dass die Art des Chelators die Haupteinflussgrofe fiir
die Effizienz der Markierung von Peptiden mit der **"Tc(CO)s-Einheit darstellt. Neben der
Art des Chelators kann allerdings auch die Komplexgeometrie eine Rolle spielen. Bei der
Komplexierung bildet sich im Fall der Histidinderivate ein Sechsring und im Fall von His® ein
weiterer Fiinfring, wihrend bei der Komplexierung durch Pic zwei Fiinfringe entstehen.
Dieser strukturelle Unterschied konnte einer der Einflussfaktoren sein, der fiir die deutlich

geringeren Markierungsausbeuten von Gluc-Lys’(Pic)-TOCA verantwortlich ist!'*”),

His(V'-CM)-OH-funktionalisierte peptidische Tracer lassen sich mit hohen Ausbeuten
mit *"Tc unter relativ milden Bedingungen ohne Bildung relevanter Mengen an

Nebenprodukten umsetzen.
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5.3.3  Abhiingigkeit der Markierungsausbeuten von weiteren Reaktionsparametern

Der Einfluss einer Erhéhung der Reaktionstemperatur von 75 °C auf 90 °C (30 min
Reaktionsdauer) auf die Markierungsausbeute von His-TOC und His'-TOCA wurde bei einer

Vorliuferkonzentration von 10> M untersucht.

100 100 N L

801 80
1 L [
60 60
40+ 40+
20 X 204
0- . . : 0 . - .

T T T T 1
75°C  90°C 75°C  90°C 75°C  90°C  75°C  90°C
[®"Tc]His*-TOC  [*"Tc]His-TOCA Gluc-Lys®([*"Tc]His)TOCA Gluc-Lys®([*™Tc]Pic)TOCA

Markierungsausbeute [%)]
Markierungsausbeute [%]

Abbildung 5.5: Abhingigkeit der Markierungsausbeute von His™-TOC und His-TOCA (links, 10° M) im
Vergleich zu Gluc-Lys’(His)-TOCA und Gluc-Lys’(Pic)-TOCA!"™ (rechts, 10* M) mit
[*™Tc(H,0)5(CO)5] von der Reaktionstemperatur (30 min Reaktionszeit, n = 3).

Bei diesen beiden Octreotidderivaten lie sich die Markierungsausbeute durch eine
Temperaturerh6hung steigern (siche Abbildung 5.5): So wurden bei 90 °C 86 + 5 % statt
78 + 6 % [*"™Tc]His™-TOC erhalten. Bei His'“TOCA war der Unterschied der Ausbeuten an
#mTc-markiertem Peptid noch ausgeprigter (87 + 3 % gegeniiber 62 + 17 %). Trotz dieser
Steigerung an Produktausbeute bleibt zu bedenken, dass nicht alle Markierungsvorldufer bei
einer hohen Temperatur wie 90 °C stabil sind. So wurde neben einer Erhohung des

Produktanteils auch eine geringe Zunahme des Anteils an Nebenprodukten von 4 + 2 % auf

10 £ 4 % gefunden.

Im Gegensatz dazu wurde fiir Gluc-Lys’(His)-TOCA und Gluc-Lys’(Pic)-TOCA!*"! ein
anderes Verhalten beobachtet. Bei diesen Peptiden hatte die Reaktionstemperatur bei 10 M
Konzentration der Peptide keinen Einfluss auf die Markierungsausbeute, wohingegen die
dennoch beobachtete Abnahme an Tricarbonylkomplex in der Reaktionsmischung fast
ausschlieBlich zu einer Zunahme an Nebenprodukten fiihrte. Allerdings wurden diese

Untersuchungen bei einer hdheren Vorlduferkonzentration (10 M) durchgefiihrt.

Da bei der Komplexierung der *’"Tc(CO);-Einheit im Fall der hier untersuchten

tridentaten Chelatoren neben den Aminofunktionen auch eine Carbonsdurefunktion beteiligt
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ist, kann vermutet werden, dass der pH-Wert Auswirkung auf die Markierungsreaktion haben
konnte. Aus diesem Grund wurde der Einfluss des pH-Werts der Reaktionslosung auf die
Ausbeute fiir Gluc-Lys’(Pic)-TOCA sowie fiir His*-TOC und His"-TOCA (10™* M) evaluiert.
Fiir alle drei untersuchten Peptide wurde im pH-Bereich 4 - 7 keine Korrelation zwischen dem
pH-Wert der Reaktionslosung und der Markierungsausbeute gefunden. Unter diesen
Reaktionsbedingungen (75 °C, 30 min, pH 4 - 7) schwankten die Markierungsausbeuten ohne
Muster zwischen 24 und 66 %. Bei pH 7 - 8 erzielten His-TOC und His-TOCA
reproduzierbar die zuvor angegebenen Ausbeuten von ~ 96 % bzw. ~ 95 % und
Gluc-Lys’(Pic)-TOCA reproduzierbar ca. 67 % Ausbeute. Es ist davon auszugehen, dass die
Protonierung der Carbonsdure und gegebenenfalls der Aminogruppen die Ausbeute reduziert.
Die *™Tc-Markierungsreaktion wird am besten im pH-Bereich 7 - 8 durchgefiihrt, da dort die

Ausbeuten sowohl hoher als auch konstanter sind.

5.3.4  Synthese und Isolierung #MT¢(CO)s-markierter und glykosylierter

Octreotidderivate

Fiir die biologische Evaluierung von Gluc—LySO([99mTc]His)—TOC,
Gluc-Lys([*™Tc]His)-TOCA und Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)-TOCA war es notwendig, die
Radiosynthese und die Isolierung der Produkte zu optimieren, um préparative Ansétze z.B. fiir
Patientenstudien zu ermoglichen. Wéhrend dieser Optimierung stellte sich heraus, dass bei
den vorliegenden Peptiden die Ubertragung der Bedingungen analytischer Ansitze auf

groBBere Aktivititsmengen nicht ohne Modifikationen realisierbar war:

Da das IsoLink-Kit fiir 1 ml Pertechnetatlosung ausgelegt ist, wird das Volumen der
Reaktion mit dem Peptid sehr grofl und damit die notige Peptidemenge sehr hoch, wenn die
gesamte [99mTc(OH2)3(CO)3]+—Lésung eingesetzt wird (fir zweckmiBige Ausbeuten
mindestens eine Peptidkonzentration von 10* M). Um die bendtigte Peptidmenge gering zu
halten, wurden die im Kit enthaltenen Reagenzien halbiert, so dass anschlieBend die gesamte
eingesetzte Aktivititsmenge fiir die Umsetzung mit dem Peptid verwendet werden konnte. Zu
diesem Zweck wurde der Inhalt in 100 pl entgaster Saline aufgeldst, und davon wurden

wieder 50 pl entnommen.

Nach der 30 miniitigen Reduktion des Pertechnetats bei 90 °C und der darauf folgenden
30 miniitigen Umsetzung mit dem Peptid bei 75 °C wurde das radiomarkierte Produkt mittels
semi-praparativer Radio-HPLC isoliert. Beim Entfernen der Losungsmittel aus der

Produktfraktion wurde eine Adsorption des Produkts am Glasgefd3 beobachtet. AuBerdem
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zeigte die Qualitdtskontrolle mittels Radio-HPLC der mit PBS formulierten Losung
radioaktive Verunreinigungen, die wihrend des Einengens entstanden waren. Da eine
vollstindige Entfernung der HPLC-Laufmittel (H,O mit 0.1 % TFA und MeOH) aus der
Produktfraktion vor einer Patientenapplikation zwingend erforderlich ist, wurde eine
Festphasenextraktion fir die °’"Tc-markierten Octreotidderivate etabliert. Die besten
Ergebnisse wurden durch die Anwendung von Strata-X C18-Kartuschen der Firma
Phenomenex erzielt. So wurden Extraktionsausbeuten von 97 + 1 % in einem kleinem
Volumen (0.5 — 1.0 ml 70 %igem EtOH (1 % 1 N HCI)) erreicht. Zudem entstehen sowohl

99mTe_markiertem Produkt

beim Auftragen und Waschen als auch durch Zuriickbleiben von
auf der Kartusche keine nennenswerten Verluste. Generell ist eine Produktelution in
minimalen Volumina von durchschnittlich 120 pl 70 %igem EtOH (1 % 1 N HCl) mit
Ausbeuten von 83 + 4 % moglich. Durch Verdiinnen dieses kleinen Volumens ethanolischer
Losung mit 5 - 10 ml PBS (£ 1 % EtOH in der fertigen Losung) und anschlieBender

Sterilfiltration konnte eine injektionsfertige Losung hergestellt werden.

Durch diese Optimierung der Radiosynthese konnte Gluc-Lys’([**"Tc]Pic)-TOCA in
Mengen von bis 220 MBq mit einer RCA von bis zu 17 % binnen 4 h und einer
radiochemischen Reinheit von 98 % hergestellt werden. Die lange Gesamtsynthesedauer wird
vor allem von den 30 miniitigen Reaktionszeiten und der zeitaufwendigen HPLC-Préparation
verursacht (Vorlauf mit 100 % H,O zur Auftragung auf die Sdule und um ein Ausfallen der

Salze aus dem Kit verhindern). Die Synthese liee sich durch weitere Optimierung verkiirzen.
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99m

5.4  Invivo-Evaluierung =~ Tc(CO);-markierter und glykosylierter

Octreotidderivate

5.4.1 Biodistributionsexperimente

Die Biodistribution der drei glykosylierten, radiometallierten Octreotidderivate wurde in
einem AR42J-tumortragenden (pankreatischer Rattentumor) Nacktmausmodell (n = 5)
120 min nach Injektion von 150 - 260 kBq untersucht. Die **"Tc(CO);-markierten Tracer
wurden zu diesem Zweck nach der oben beschriebenen Methode (sieche Kapitel 5.3.4)
synthetisiert, isoliert und formuliert. AbschlieBend wurden HPLC-chromatographische
Qualitédtskontrollen durchgefiihrt. Die Quantifizierung in den einzelnen Organen erfolgte in
Prozent der injizierten Aktivitit pro Gramm [% iD/g]. Dadurch erhdlt man einen

massennormierten Wert fiir die Gewebeanreicherung.

5.4.1.1 Unspezifische Aufnahme und Exkretionsverhalten

Die Biodistributionsdaten sind zusammengefasst in Abbildung 5.6 (siche auch Tabelle 8.4
im Anhang).

Die Aktivititskonzentration im Blut war bei beiden untersuchten Tracern mit
bidentatem Chelator 120 min p.i. verhéltnismédBig hoch (Gluc—LysO([99mTc]His)TOC:
32402 % iD/g und Gluc-Lys’([*Tc]His)TOCA: 2.2 + 0.1 % iD/g), wohingegen
Gluc-Lys’([™Tc]Pic)TOCA mit 0.8 + 02 % iD/g eine deutlich geringere
Aktivitdtskonzentration im Blut zeigte. Diese schnellere Blutclearance beruht vermutlich auf
der in Folge der abgesittigten Koordinationssphire des Technetiums durch den dreizihnigen

1261 yerminderten Interaktion mit Plasma- und anderen

Picolylamindiessigsdure-Liganden!
Proteinen. Bei allen Substanzen war die Aktivititsanreicherung im Muskel sehr niedrig
(zwischen 0.1+ 0.05% iD/g fiir Gluc-Lys’([*’™Tc]Pic)TOCA bis 0.3 +0.03 % iD/g fiir
Gluc—LysO([99mTc]HiS)TOC) und spiegelte denselben Trend wie im Blut wider: Gluc-
Lys’([**™Tc]His)TOC > Gluc-Lys’([*’™Tc]His)TOCA > Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA.
Ein Passieren der Blut-Hirn-Schranke wurde (0.1 % iD/g im Hirn bei allen Derivaten) wegen

188]

der Hydrophilie und GroBe der Peptide!'®® wie zu erwarten nicht beobachtet.
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Abbildung 5.6:  Biodistribution von  Gluc-Lys"([*"Tc]His)TOC,  Gluc-Lys’([*T¢]His)TOCA  und
Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA in AR42J-tumortragenden Nacktmiusen (n = 5) 120 min p.i.;

Daten in Prozent der injizierten Dosis [% iD/g] (Daten als x + o).

Es ist davon auszugehen, dass aus den Komplexen freigesetztes " ™Tc in vivo zu

Pertechnetat oxidiert wird. Folglich kann man die Aktivititsaufnahme in der Schilddriise (fiir

99m 123, 131

TcOy4 vergleichbar selektiv wie fiir Iodid, siehe Schilddriisenszintigraphie) als Maf}
fiir die in vivo-Stabilitit der Komplexe ansehen. Die Schilddriisenanreicherung der hier
untersuchten **™Tc-Tracer (siche Tabelle 8.4 im Anhang) sinkt in der Reihenfolge
Gluc-Lys’([*™Tc]His)TOC ~ (107.2+50.8% iD/g) >  Gluc-Lys’([”’™Tc]His)TOCA
(41.4 £ 18.5 % iD/g) > Gluc-Lys ([**Tc]Pic)TOCA (11.5 £ 2.7 % iD/g) (= 0.3 — 0.03 % der
injizierten Gesamtaktivitit). Hierdurch wird deutlich, dass der tridentate Technetiumkomplex
stabiler ist als der bidentate, und zwar sowohl gegeniiber Freisetzung des Metalls als auch

gegeniiber zusétzlicher Koordinierung durch im Korper vorkommende Donoratome aus

Proteinen.
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Abbildung 5.7: Korrelation der Lipophilie (logPow) und der in vivo-Konzentration in Leber und Darm von
AR42J-tumortragenden Nacktméusen (n = 5, 120 min p.i.) von Gluc-LysO([99mTC]Pic)TOCA
(A), Gluc-Lys([*’™Tc]His)TOCA (B) und Gluc-Lys’([**™Tc]His)TOC (C).

Es wurde in der Literatur bereits mehrfach gezeigt, dass eine Korrelation zwischen der
Lipophilie radiomarkierter peptidischer Rezeptorliganden und dem Anteil hepatobilidrer
Exkretion besteht und somit die Lipophilie Aussagen iiber das Exkretionsverhalten
erlaubt?*?**"l So zeigt hier die lipophilste Substanz, Gluc-Lys’([*’"Tc]His)TOC
(logPow =-0.75£0.03), mit 28.7 + 2.1 % iD/g nach zwei Stunden die hochste
Aktivititsanreicherung in  der Leber, wihrend die hydrophilste  Substanz,
Gluc—LysO([99mTc]Pic)TOCA (logPow =-1.70 = 0.02), die niedrigste (5.7 £ 1.7 % iD/g)
Anreicherung aufwies (siehe Abbildung 5.7 und Tabelle 8.3, Anhang). Die Reduktion der
Lipophilie durch die Glykosylierung triagt zur Verminderung der Leberaufnahme bei. Dass
neben der gefundenen Korrelation zwischen Lipophilie und Leberauftnahme (siehe
Abbildung 5.7), bei Verbindungen mit zweizdhnigen Liganden die unvollstindige

mTe und die daraus resultierende Koordination an Proteine

Koordinationssphdre des
(Plasmaproteine oder Glutathion) eine wichtige Rolle spielen muss, belegt der Vergleich mit
radioiodierten Octreotidderivaten. So zeigte [1251]Gluc-TOCA mit einem logPow von
-1.3+0.01, der gleich dem von Gluc-Lys ([**™Tc]His)TOCA ist, nur eine Leberaufnahme
von 0.8 + 0.1 % iD/g nach 60 min p.i.” (gegeniiber 16.1 + 2.1 % iD/g nach 120 min p.i.).
Dass auch die Radioaktivititskonzentration der *’™Tc-markierten Derivate in der Leber
dieselbe Tendenz aufwies wie die in der Schilddriise und im Blut, d.h. eine hdohere

99my

Anreicherung mit sinkender Séttigung der Koordinationssphdre des " Tc-Kerns, bestétigt den

Einfluss der freien Koordinationsstelle.
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Bei hepatobilidrer Ausscheidung erwartet man eine zeitabhdngige Abnahme der
Aktivitidtskonzentration in der Leber und einen gleichzeitigen Anstieg der Aktivitdtsaufnahme
im Darm (Leber-Darm-Passage). Frithere in vivo-Experimente mit radiomarkierten
sst-Liganden zur Kinetik der hepatobildren Ausscheidung zeigten, dass bereits 1 h nach

Applikation die Radioaktivititskonzentration im Darm hiufig hoher ist als die in der Leber>).

Die hier gefundenen Daten fir die *™

diesem Verhalten (z.B. Gluc-Lys’([*"Tc]His)TOC: Leber 28.7 + 2.1 % iD/g;

Tc-markierten Octreotidderivate entsprechen nicht

Darm 4.3 £ 0.4 % iD/g, siche Abbildung 5.6). Daraus kann geschlossen werden, dass die im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Octreotidderivate eine Retention in der Leber erfahren. Es
fand sich auBlerdem keine Abhingigkeit der Aktivititskonzentration im Darm von der

Lipophilie oder der Dentizitdt des Chelators.

Die verhéltnisméBig hohe Anreicherung aller untersuchten Verbindungen in den Nieren
spiegelt die vorzugsweise renale Ausscheidung wider. Interessanterweise fand sich auch hier
dieselbe Reihenfolge der Aktivititsanreicherung mit dem hochsten Wert fiir
Gluc-Lys’([*™Tc]His)TOC (18.9 + 0.9 % iD/g) gegeniiber Gluc-Lys’([*™Tc]His)TOCA
(12.0£ 1.2 % 1D/g) und Gluc—LysO([99mTc]Pic)TOCA (7.1 £ 1.4 % 1D/g). Somit zeigte diese

99m;

lipophilste Verbindungen, Gluc-Lys’([*’™Tc]His)TOC, sowohl eine erhdhte hepatobiliire

Anreicherung als auch eine erhohte renale Akkumulation.

Da die renale Retention von Peptiden nach dem Modell der ladungsabhingigen
Endocytose®™ fiir Peptide mit steigender positiver Nettoladung zunimmt, wirkt sich die
N-terminale, positive Ladung der hier untersuchten glycosylierten Octreotidderivate, die
durch die Amadorikupplung entsteht, negativ auf die Aktivititskonzentration in der Niere

[189]

aus' " und konnte eine Ursache fiir die hier gefundenen relativ hohen Nierenanreicherungen

sein.

Da fiir Gluc-Lys’([*’™Tc]His)TOC in allen sst-rezeptornegativen Organen die hichste
Konzentration gefunden wurde, kann man davon ausgehen, dass dieser Tracer eine sehr
langsame  Ganzkorperclearance — aufweist.  Grundsétzlich  zeigten  die  beiden
Histidinverbindungen in  fast allen rezeptornegativen Organen eine  hohere
Aktivititsanreicherung als Gluc—LysO([99mTc]Pic)TOCA. Dieses Ergebnis verdeutlicht,
welchen ausschlaggebenden Einfluss die freie Koordinationsstelle am “*™Tc der
Histidinderivate auf die Biodistribution und Pharmakokinetik der Tracer hat, und wie
notwendig tridentate Chelatoren deshalb sind. Durch den Vergleich mit radioiodierten,

glykosylierten Octreotidderivaten wird allerdings offensichtlich, dass die Haupteinflussgrofe
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fiir die unspezifische Aufnahme in rezeptornegativen Organen eher die Markierungsmethode
als allgemeine Charakteristika der Verbindungen wie Lipophilie oder die Ladung ist.
Grundsatzlich tragen auch andere Faktoren wie Ladungsverteilung, strukturelle Eigenschaften

und metabolische Stabilitat zur Biodistribution der Tracer bei.

5.4.1.2 Spezifische Anreicherung im sst-positiven Gewebe

Die Tumoranreicherungen der beiden Octreotatderivate sind vergleichbar hoch. So zeigt
Gluc-Lys’([*™Tc]His)TOCA einen Tumoruptake von 17.9 + 38 % iD/g und
Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA einen von 192 + 25 % iD/g, wihrend der von
Gluc-Lys’([*™Tc]His)TOC weniger als halb so groB ist (6.9 + 1.9 % iD/g). Hier wird die
Auswirkung der C-terminalen Oxidation deutlich, die zu erhohter Affinitdt zu sst-Rezeptoren
und gesteigerter Internalisierung der Peptide fithrt. Daraus ergibt sich die hdhere
Tumoranreicherung von Octreotaten. Dieses Ergebnis ist kongruent mit den Daten von
Octreotiden und Octreotaten und ihrer radioiodierten Derivate, bei denen die
Tumoranreicherung durch den Austausch von Thr¥(ol) gegen Thr® um das bis zu vierfache
steigt 021 [y vitro-Internalisierungsstudien an sst2-expremierenden CHO-Zellen der hier
untersuchten Tracer (gemessen gegen TOC) hatten gezeigt, dass Gluc-Lys’([*""Tc]Pic)TOCA
als einziges Derivat eine hohere maximale rezeptorvermittelte Internalisierung als [*°I]TOC
erreichte (126.4 + 6.1 % von ['*I]TOC), wihrend Gluc-Lys([**"Tc]His)TOCA zwar eine
geringere  Internalisierung, aber eine  hohere intrazellulire = Retention  als
Gluc-Lys ([*™Tc]Pic)TOCA zeigte!™’!. Dieser Unterschied liefert eine mogliche Erklirung
fir die 4dhnlich hohen Tumoraufnahmen von Gluc—LysO([99mTc]His)TOCA und
Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA.

Ahnlich verhilt sich die Akkumulation in den anderen sst-rezeptorpositiven Organen
Nebenniere und Pankreas: Allerdings sind die Werte von Gluc-Lys’([*Tc]His)TOCA mit
8.4 + 4.0 % 1D/g in der Nebenniere und 9.9 + 2.3 % iD/g im Pankreas hoher als die der beiden
anderen Verbindungen (siehe Abbildung 5.6).
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Fir die klinische Anwendung eines Tracers ist ein hinreichend hohes
Tumor/Untergrund-Verhéltnis (Kontrast) grundlegend. Tumore in Organen mit einem
Tumor/Gewebe-Verhiltnis < 1 konnen nicht detektiert werden (in der Praxis: meist erst ab
einem Verhéltnis 3 :1). Die Tumor/Organ-Verhiltnisse von Gluc Lyso([99mTc]HiS)TOC,
Gluc-LysO([99mTc]His)TOCA und Gluc-LysO([99mTc]Pic)TOCA sind fiir Blut, Leber, Darm,
Magen, Niere, Lunge und Milz in Abbildung 5.8 dargestellt (siche Tabelle 8.5, Anhang).

s 22.8+7.4 16.7 £2.9
1 Gluc-Lys’([*°*"Tc]His)TOC
[ Gluc-Lys’([*°*"Tc]His)TOCA
I Gluc-Lys’([*°"Tc]Pic)TOCA
10
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Abbildung 5.8: Tumor/Organ-Verhiltnisse von Gluc-Lys’([**"T¢]His)TOC, Gluc-Lys([*"Tc]His)TOCA und
Gluc—LysO([99mTC]Pic)TOCA in AR42J-tumortragenden Nacktmiusen (n =5, 120 min p.i.; Daten

als x+ o ; Linie: y = 1).

Wihrend die Tumor/Organ-Verhiltnisse von Gluc-Lys’([*’"Tc]His)TOC 120 min p.i.
alle < 1 oder geringfiigig tber 1 lagen, wurden die besten Werte fiir
Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA mit 22.8 + 7.4, 3.3 + 1.1, 4.0 £ 0.7 und 2.7 + 0.6 fiir Blut, Leber,
Darm bzw. Nieren gefunden. Besonders Leber und Darm sind fiir die Bildgebung als kritische
Organe anzusehen, da eine Aktivitdtsakkumulation in diesen Organen zu einem hohen
Hintergrund im Abdomen beitrdgt. Fiir die Nieren wurde bei allen drei Tracern ein relativ
niedriges Verhiltnis gefunden (0.4 - 2.7). Eine weitere Reduktion der Nierenanreicherung zur
Erhohung des Tumor/Nieren-Verhiltnisses konnte durch Verringerung der positiven

[49,101,189]

Nettoladung der Peptide, z.B. durch eine andere Glykosylierungsmethode , erreicht

werden.

Aus Abbildung 5.8 ldsst sich erkennen, dass durch den Einsatz eines tridentaten
Chelators in Kombination mit C-terminaler Oxidation eine deutliche Erhdhung der
Tumor/Organ-Verhiltnisse flir diese Organe erzielt werden kann. Wesentlich ist, dass fiir die

guten Tumor/Organ-Verhéltnisse von Gluc—LysO([99mTc]Pic)TOCA sowohl dessen hohe
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Tumoranreicherung als auch die geringen Akkumulationen in rezeptornegativen Organen
verantwortlich sind. Dagegen sind die Tumor/Organ-Verhéltnisse von
Gluc-Lys’([*™Tc]His)TOCA mit 8.2 + 1.8, 1.1 £ 0.3, 4.4 + 1.1 und 1.5 + 0.4 fiir Blut, Leber,

Darm bzw. Nieren trotz dhnlichem Tumoruptake erheblich niedriger.

Die hier dargestellten Ergebnisse der Biodistribution verdeutlichen die Notwendigkeit
eines tridentaten Chelators fiir die **™Tc(CO);-Markierung von Peptiden, um eine Reduktion
der Retention in allen Organen, verursacht durch unspezifische Proteinassoziation, zu
erreichen. Aus diesem Grund ist von den hier untersuchten Octreotidderivaten nur
Gluc-Lys([*™Tc]Pic)-TOCA als Tracer fiir eine weitere klinische Evaluierung geeignet.
Auch Vergleiche mit bereits in Patientenstudien eingesetzten ° ™Tc-markierten
Octreotidanaloga belegen dies: Wihrend die Leberakkumulation von
Gluc-Lys’([”™Tc]Pic)TOCA relativ hoch ist im Vergleich zu anderen, vielversprechenden

#mTc-markierten Octreotidanaloga (z.B. [ Tc¢]-EDDA/HYNIC-TOC mit ~1 %ID/g 240 min

pi[116

[*’™Tc]-EDDA/HYNIC-TOC (~ 4.7 %ID/g 240 min p.i.).

D, zeigte Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA eine vergleichbare Nierenaufnahme zu der von

54.2 y-Kamera-Aufnahmen im Tiermodell

Nachdem sich gezeigt hatte, dass die Biodistribution und die Tumor/Organ-Verhiltnisse
von Gluc-Lys"([*™Tc]Pic)-TOCA im Mausmodell vielversprechend waren, wurden
v-Kamera-Aufnahmen mit diesem Tracer mit einer AR42J-tumortragenden ménnlichen Lewis
Ratte gemacht (n = 1). AuBBerdem wurde anschlieBend die Biodistribution des Tracers nach

210 min p.i. in der Ratte bestimmt.
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Abbildung 5.9: Biodistribution von Gluc—Lyso([99mTc]Pic)TOCA in einer AR42J-tumortragenden Lewis Ratte
(210 min p.i.; [% iD/g]).

Im Biodistributionsexperiment (siche Abbildung 5.9 und Tabelle 8.6, Anhang) zeigte
Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA eine sehr niedrige Aktivititskonzentration im Blut
(0.03 % iD/g). In dieser Untersuchung wurde die Bevorzugung der renalen Exkretionsroute
durch die erhohte Traceranreicherung in der Niere (2.89 % iD/g) im Vergleich zur
hepatobilidren Tracerakkumulation (Leber 0.16 % iD/g und Darm 0.93 % iD/g) bestétigt. Die

101 weisen mit 3.7, 12.2 bzw.

sst-expremierenden Organe Pankreas, Nebennieren und Magen!
2.6 % 1D/g die hochsten Aktivitdtsanreicherungen auf. Dagegen ist der Traceruptake in den
Tumoren mit durchschnittlich 0.97 % iD/g gering (Tumor 1: 0.75% iD/g; Tumor 2:

1.06 % iD/g; Tumor 3: 1.11 % iD/g (sieche Abbildung 5.10)).

Tumor/nicht-Tumor-Verhiltnisse von Gluc-Lys’([**"T¢]Pic)TOCA 210 min p.i. lagen
bei 29.3, 6.1, 1.1, 0.4, 0.3 und 0.3 fiir Blut, Leber, Darm, Magen, Pankreas und Nieren
(siche Tabelle 8.7, Anhang). Die Biodistribution von Gluc—LySO([99mTC]Pic)TOCA in der

(1331 sehr

Ratte (AR42J-Tumormodel) ist in der Literatur beschriebenen Biodistributionen
dhnlich: Die dort evaluierten Somatostatinrezeptor-Liganden, deren tridentate Chelatoren mit
#MTe(CO); markiert wurden, zeigen 4 h p.i. (CA20948-Tumormodel) aufer einer geringeren
Nierenaufnahme (0.7 und 1.1 % iD/g fiir ["™Tc¢]His“-TOCA bzw. [ Tc¢]IDA-TOCA, siche
Abbildung 1.13, Kapitel 1.5.6.3) beinahe identische Biodistributionen wie
Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA. Auch bei diesen Untersuchungen fanden sich 4 h p.i.

Tumoraufnahmen zwischen 1 - 3 % iD/g bei allen untersuchten Derivaten. Dieser Vergleich

gilt vorbehaltlich einer Vergleichbarkeit der verwendeten Tumormodelle.
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Die Biodistribution eines Radiotracers in Ratten ist jedoch nicht vergleichbar mit der
Biodistribution in  Mé&usen. Es finden sich im  Allgemeinen  geringere

Aktivitdtskonzentrationen sowohl in den Organen als auch im Tumor.

In Abbildung 5.10 ist die y-Kamera-Aufnahme von Gluc-LysO([99mTc]Pic)-TOCA in
einer AR42J-tumortragenden Ratte 90 min p.i. dargestellt.

Pankreas

o .
Tumor 1 // . Blase
Tumor 2 /'

Tumor 3

Magen

Abbildung 5.10: y-Kameraaufnahme (ventral (links) und dorsal (rechts)) von Gluc-Lys’([*"Tc]Pic)TOCA in
einer AR42J-tumortragenden Lewis Ratte (n = 1) 90 min p.i..

Neben einem niedrigen Hintergrund ist vor allem die Traceranreicherung in den

%] Magen und Pankreas sowie in den Nieren zu erkennen. Die hohe

sst-positiven Organen
Aktivitdtsanreicherung in der Blase weist auf die bevorzugte renale Ausscheidung des
untersuchten Tracers hin. Die drei Tumore zeigen einen deutlichen Kontrast gegeniiber dem

umgebenden Gewebe und sind gut zu erkennen.

Die ROI-Analyse (Region-of-Interest) lieferte fiir die Tumor/nicht-Tumor-Verhiltnisse
von Blut bzw. Muskel, Magen, Pankreas und Nieren Werte von 8.0, 0.2, 0.2 und 0.2. Diese
Werte sind im Vergleich zu den in der Biodistribution gefundenen Werten geringfligig
niedriger: Das Tumor/nicht-Tumor-Verhéltnis allerdings ist deutlich niedriger als das
Tumor/Blut-Verhéltnis bzw. Tumor/Muskel-Verhéltnis (29.3 bzw. 139.4) aus der
Biodsitribution. Der Grund hierfiir ist darin zu suchen, dass zwischen der y-Kamera-
Aufnahme 90 min p.i. und der Biodistribution 210 min p.i. die Clearance weiter

fortgeschritten ist, wodurch sich das Tumor/nicht-Tumor-Verhiltnis verbesserte.
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5.4.3 Patientenstudie

Nachdem die Biodistributionsuntersuchung von Gluc—LySO([99mTc]Pic)TOCA in
AR42J-tumortragenden Nacktméusen vielversprechende Ergebnisse geliefert hatte, die mit
dem bereits in Patientenstudien erfolgreich eingesetzten Tracer [ ™Tc]-EDDA/HYNIC-TOC
vergleichbar sind, wurde das Potenzial von Gluc-Lys’([*’™Tc]Pic)TOCA als SPECT-Tracer in

ersten Patienten untersucht.

Zur Evaluierung des Potentials von Gluc—LysO([99mTc]Pic)TOCA als klinischem Tracer,
wurden initiale y-Kamera-Studien an zwei Patienten durchgefiihrt. Beide Patienten waren an
metastasierenden Karzinomen des Diinndarms mit Metastasen u.a. in der Leber erkrankt. Von
beiden Patienten wurden Ganzkdrperauthahmen (dorsal und ventral) jeweils 45 und 120 min
p-1. und ein SPECT des oberen Abdomens gemacht. Bei Patient 2 wurde auch die Kinetik der
Tracerverteilung von Gluc—LysO([99mTc]Pic)TOCA untersucht.

bt g ‘\:

Patient 1

Abbildung 5.11: Planare, ventrale Ganzkorper-y-Kameraaufnahme eines Patienten (ménnlich, 71 Jahre, mit
einem Karzinom (rezidiv) des Diinndarms und Metastasen in der Leber, in den Lymphknoten, im
Herz und im Skelett) 120 min nach i.v. Injektion von 114 MBq Gluc-Lys"([**"Tc]Pic)TOCA in 6
ml PBS (links); SPECT (45” pro Ansicht, 60 Schritte & 3°) des oberen Abdomen (rechts).

Bei beiden Patienten zeigten die Ganzkdrperaufnahmen mit
Gluc—LysO([99mTc]Pic)TOCA 45 min p.i. und 120 min p.i. (Abbildung 5.11 und
Abbildung 5.12) eine sehr geringe Traceranreicherung in normalem Gewebe. In der

Schilddriise wurde eine vernachldssigbare Aktivititsaufnahme detektiert, was die hohe
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Stabilitat des dreizdhnigen °*’™Tc-Tricarbonyl-Komplexes mit 2-Picolylamindiessigsdure
hervorhebt. Die Aktivititsanreicherung in der Leber ist im Verhéltnis zu den sst-positiven
Organen und den Tumoren gering. Allerdings wird in den spéteren Aufnahmen 120 min p.i.
(siche Abbildung 5.12, rechts) im Gegensatz zu den Aufnahmen 45 min p.. (siche
Abbildung 5.12, links) auch der Diinndarm dargestellt. Ein Teil der in der frithen Phase in der
Leber aufgenommenen Aktivitdt wird folglich hepatobilidr ausgeschieden und fiihrt so zu der
Aktivitditsaufnahme im Darm. Um den Hintergrund im Abdomen zu minimieren, sind friithe
Scans ca. 60 min p.i. sinnvoll. Die Aktivitidtskonzentration in den Nieren ist niedrig.
Zusammen mit der hohen Aktivitdtskonzentration in der Blase bestétigt dies die bevorzugt
renale Ausscheidung von Gluc-Lys’([*"Tc]Pic)TOCA im Patienten ohne ein groBeres
AusmaB an Nierenakkumulation. In der Milz wurde, vergleichbar zu anderen sst-Tracern, ein

physiologischer Uptake gefunden.

Tumor
» ' 4
&'

Al .

.' ' - rTumom Leber

N T
‘ Tumor 2 Leber

Tumor 3 Leber

- _—— -
o

Patient 2

Abbildung 5.12: Planare, ventrale Ganzkdrper-y-Kameraaufnahme eines Patienten (weiblich, 71 Jahre, mit
einem neuroendokrinen Karzinom mit unbekannter Lage des Primértumors und extensiven
Metastasen in der Leber) 45 min (links) und 120 min (rechts) nach i.v. Injektion von 178 MBq
Gluc-Lys’([*™T¢]Pic)TOCA in 6 ml PBS; SPECT (45" pro Ansicht, 60 Schritte a 3°) des oberen
Abdomen (Mitte).

Bei beiden Patienten waren die mesenterialen und die Lebermetastasen trotz des
geringfligigen, hepatobilidren Hintergrunds deutlich sichtbar und konnten gut identifiziert

werden, da sie neben der Blase die hochste Aktivititskonzentration aufwiesen. Zur
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Tumorabgrenzung (45 min p.i.) sind aufgrund der hohren, frithen Tumor/Hintergrund-

Verhiltnisse, vor allem im Bereich des Abdomen, Aufnahmen bis 45 min p.i. bevorzugt.

In den SPECT-Schicht-Aufnahmen (Abbildung 5.11, rechts und Abbildung 5.12, Mitte)
erfolgt die eindeutigste Tumorlokalisation. Damit lassen sich Tumore bis zu einer Grofle von
ca. 1 cm Durchmesser erkennen.

—*— Herz/Blut - Tumor 4
4510 - —* Leber —&= Tumor 1
—=— Milz —= Tumor 2
4010 - —4— Niere links —- Tumor 3
3510 A
3010 A

2510 A

2010 A

Counts/Pixel

1510

1010 -

510 A

10 -
0,1

Zeit [min]

Abbildung 5.13: Anfingliche Tracerverteilung von Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA in Patient 2 durch ROI-
Analyse der dynamischen Serienaufnahme des oberen Abdomen wihrend der ersten 45 min p.i.
(logarithmische Auftragung).

Bei Patient 2 wurden zusétzlich die Kinetik der Verteilung und die Aufnahme von
Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA in den ersten 45 min p.i. durch eine dynamische
Serienaufnahme des oberen Abdomen einschlie8lich Herz, Leber, Milz und Nieren mittels
ROI-Analyse bestimmt (siche Abbildung 5.13). Es wurde eine schnelle Blutclearance
gefunden, weshalb bereits nach 10 - 15 min p.i. die niedrigste Aktivitidtskonzentration und
somit ein geringer Hintergrund erreicht waren. Eine schnelle renale Clearance war ebenfalls
zu beobachten. Die maximale Leberaufnahme mit einem anschlieBenden Plateau war bereits
nach ca. 2 min p.i. erreicht. Der physiologische Traceruptake in der Milz stieg iiber die
Messdauer von 45 min kontinuierlich an. Die Aufnahme von Gluc-Lys’([”™T¢]Pic)TOCA in
den Lebermetastasen ereichte bereits nach 1 - 2 min p.i einen hoheren Wert als die
Aktivitdtsanreicherung in den anderen Organen und stieg in den folgenden 10 min weiter an,

d.h. die Tumoren zeigten im Verhiltnis die hochste Aufnahme.
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Anhand der Daten der initialen Verteilung von Gluc-Lys’([*’"Tc]Pic)TOCA kann man
erkennen, dass die Tracerverteilung bereits 15 min p.i. abgeschlossen ist, so dass auch friihe
y-Kamera-Aufnahmen aufgrund des zu erwartenden hinreichend hohen Tumor/Hintergrund-
Kontrasts moglich sind.

Diese erfolgreiche y-Kamerastudie, wie auch die gute Biodistribution im Mausmodell

von Gluc-Lys"([*™

Tc]Pic)TOCA demonstrieren die Eignung der hier eingesetzten Methoden
zur Optimierung des in vivo-Verhaltens peptidischer Radiopharmaka. Wéhrend das Konzept
des trifunktionalen Linkers eine zweifache N-terminale Funktionalisierung ermdglicht,
reduziert der daran gebundene Zuckerrest die Lipophilie und fithrt zu bevorzugter renaler
Ausscheidung. Die Markierung durch den *™Tc(CO);-Komplex ist effizient und fiihrt zu
stabilen Komplexen (niedrige Schilddriisenanreicherung) durch Einsatz eines dreizdhnigen
Chelators, z.B. Picolylamindiessigsdure, der die Proteinassoziation durch Transchelatierung
minimiert. In Kombination mit dem Austausch des Picolylamindiessigsdure-Chelators durch

den effizienteren, hydrophileren, hier initial untersuchten His(N-CM)-OH-Chelator sollten

sich diese Konzepte auch auf andere Peptide libertragen lassen.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue chemoselektive Radiofluorierungsmethode,
welche auf der Hydrazonbildung zwischen Hydrazinen und Carbonylen beruht, entwickelt
und in Bezug auf die Markierungseffektivitit, Chemoselektivitit sowie die Stabilitdt der

Hydrazonbindung in vitro und in vivo evaluiert.

Fir die Untersuchung der Radiofluorierung durch Hydrazonbildung mit
4-[18F]Flu0rbenzaldehyd ([18F]FB-CHO) wurden die  HYNIC-funktionalisierten
Somatostatinrezeptorliganden, HYNIC-TOCA und HYNIC-TOCam, sowie HYNIC-
Substance P synthetisiert. Die Evaluierungen zeigten, dass sich die '“F-Markierung der
ungeschiitzten, HYNIC-funktionalisierten  Peptide  mittels = Hydrazonbildung  zur
Peptidmarkierung eignet. Die Markierungsreaktionen sind schnell (< 15 min), chemoselektiv
und ermdglichen nach Optimierung bei 70 °C Ausbeuten bis zu 85 + 3 % nach 10 min bzw.
89 £ 1 % nach 15 min. Ein wichtiger Vorteil gegeniiber der chemoselektiven Oximbildung
zwischen ["*F]JFB-CHO und aminooxifunktionalisierten Peptiden ist die Moglichkeit die
Hydrazonbildung in wéssrigem, gepuffertem Medium auch im milden pH-Bereich zwischen
4 und 5 zu nutzen. Im Gegensatz hierzu bedarf die Oximbildung stark saurer Bedingungen

(pH ~ 2.5).

In  Stabilititsstudien  wurde  fir  [*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA  bzw.
['"*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCam keine Zersetzung in neutralen Puffern, in Serum oder in vivo
(Blut) beobachtet. Bei pH < 5.5 zeigte sich eine Spaltung der '*F-Hydrazone in
4-['"*F]Fluorbenzaldehyd und HYNIC-Peptid. Diese Instabilitit konnte nach Internalisierung
der Radiopeptide in Tumorzellen eine intrazellulire Retention nach Spaltung unter den
sauren, endosomalen Bedingungen (pH 4 — 5) bewirken. Hierzu wiirde es ionischer,
idealerweise anionischer '*F-fluorierter Carbonylkomponenten bediirfen, welche sowohl ein
Verlassen der Carbonylkomponente nach intrazelluldrer Spaltung durch passive Diffusion
verhindern (interzelluldrer Effekt) und gleichfalls die Lipophilie der markierten Derivate
erniedrigen konnten (pharmakokinetischer Effekt). Die Optimierung sollte vorgenannte
Eigenschaften der radiofluorierten Tracer verbessern ohne gleichzeitig die Stabilitit oder die
Markierungseffizienz negativ zu beeinflussen. Insgesamt stellt die '“F-Markierung von
Peptiden mittels Hydrazonbildung eine effiziente, chemoselektive zwei-Stufen-

Radiofluorierungsmethode dar und erlaubt den Einsatz ungeschiitzter Markierungsvorldufer.
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Ferner konnte gezeigt werden, dass sich die mit HYNIC-funktionalisierten Peptide als

Vorldufer sowohl fiir die '*F- als auch die **™Tc-Markierung einsetzen lassen.

Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit war die Evaluierung der Radiomarkierung von
sst-Liganden sowie glykosylierten sst-Liganden mittels der *Tc(CO)s;-Methode in
Abhingigkeit von strukturellen Parametern (C-terminale Carboxylfunktion, Glykosylierung),
von der Dentizitdit und von der Art des Chelators. Ziel war auch die Optimierung des

99mTe_Tracer. Fiir diese Zwecke wurden His"-TOC und

in vivo-Verhaltens der glykosylierten
His“TOCA sowie Gluc-Lys’(His)TOC, Gluc-Lys’(His)TOCA und Gluc-Lys’(Pic)TOCA

synthetisiert und evaluiert.

Die mit dem neuen tridentaten Chelator (His(N'-CM)-OH) funktionalisierten Peptide,
His"-TOC und His"-TOCA, zeigten dhnliche Markierungsausbeuten in Abhéngigkeit von der
Vorlduferkonzentration (z.B. ~ 95 % Ausbeute bei 10 M Peptidkonzentration, 30 min 75 °C)
wie Gluc-Lys’(His)TOCA. Unter sonst identischen Bedingungen war die Ausbeute an
Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA unter denselben Bedingungen deutlich niedriger (~ 67 %). Die
Histidine  erscheinen daher den  2-Picolylamindiessigsdurederivaten  hinsichtlich

Markierungseffizienz generell iiberlegen zu sein.

AnschlieBend wurde die  Biodistribution von  Gluc-Lys([*™Tc]His)TOC,
Gluc-Lys’([*’™Tc]His)TOCA und Gluc-Lys’([*’™Tc]Pic)TOCA im Mausmodell
untersucht. Gluc—LysO([99mTC]Pic)TOCA mit dem tridentaten Picolylamindiessigsdure-
Chelator zeigte 120 min p.i. in allen Exkretionsorganen die niedrigste Aktivitdtsanreicherung
(0.8 - 7.1 % iD/g) im Tumor dagegen die hochste Retention (19.2 £2.5 % iD/g). Tracer mit
dem bidentaten Histidin-Chelator zeigten dagegen aufgrund der ungesittigten
Koordinationssphdre des Technetiums eine verlingerte Retention im Blut und in den
Exkretionsorganen. Diese Ergebnisse verdeutlichen die Notwendigkeit einer geséttigten

99m

Koordinationssphdre der =" Tc-Tricarbonyl-Komplexe.

Aufgrund der vielversprechenden Biodistributionsergebnisse wurde
Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)-TOCA in ersten y-Kamerastudien an zwei Patienten bewertet. In
beiden Fillen wurde ein niedriger Hintergrund und geringe Traceraufnahme in den
Ausscheidungsorganen detektiert. Gluc—LysO([99mTc]Pic)—TOCA wurde in den Tumoren stark
angereichert und erlaubte eine klare Abgrenzung der Lésionen von umliegenden Gewebe.
Aufgrund der schnellen Blutclearance, der schnellen renalen Ausscheidung und der schnellen

Tumoraufnahme erscheint eine frithe Bildgebung bereits 15 min p.i. moglich.
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Das untersuchte Gesamtkonzept zur Herstellung **™Tc-markierter Peptide, bestehend

aus **Tc-Tricarbonyl-Markierungsmethodik, Glycosylierung und Verwendung tridentater

Chelatoren lieferte mit Gluc-Lys’([*™

Tc]Pic)TOCA einen vielversprechenden Tracer fiir die
Somatostatinrezeptorszintigraphie. Weitere Optimierungen dieses Tracers und vergleichbarer
Radiopharmaka, die auf die Verwendung eines effizienteren, weniger lipophilen tridentaten
Chelators (His'™-Chelator), auf den Einsatz einer alternativen Glykosylierungsmethode zur
Reduktion der Gesamtladung und auf den Einbau eines kiirzeren trifunktionalen Linkers

99my

abzielen sollten, konnten die Bereitstellung =~ Tc-markierter peptidischer Tracer flir den

klinischen Einsatz weiter vorantreiben.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Allgemeine experimentelle Bedingungen

7.1.1  Organische Synthese

Alle organischen Reagenzien und Losungsmittel wurden bei SigmaAldrich bzw. Fluka
(Taufkirchen, Deutschland), Alexis (Griinberg, Deutschland) oder Merck Eurolab (Darmstadt,
Deutschland) erworben (Qualitit p.a.). Die Losungsmittel wurden ohne weitere Reinigung
eingesetzt. PBS-Puffer (Phosphatgepufferte Kochsalzlosung, pH = 7.4) wurde von Biochrom
(Berlin, Deutschland) bezogen. DHP-HM-Harz und Rink-Amid-AM-Harz wurden iiber
Novabiochem Merck Biosciences GmbH (Schwalbach, Deutschland), TCP-Harz {iber
PepChem (Tiibingen, Deutschland) bezogen. Fmoc-geschiitzte und andere Aminosduren
wurden entweder bei Novabiochem Merck Biosciences GmbH oder bei Bachem (Heidelberg,
Deutschland) erworben. (Carboxymethyl-pyridin-2-yl-methylamino)essigsédure
(2-Picolyamin-diessigsdure = Pic = PADA) *! und Lys*(Dde)-Substance P(Dde) (Arg-Pro-
Lys(Dde)-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met) wurden von Frau Dr. Schottelius synthetisiert
und freundlicherweise flir diese Arbeit zur Verfligung gestellt. Ebenso waren
N’-(1-Deoxy-D-fructosyl)-Lys’(N*histidinyl)-Tyr’-octreotid  (Gluc-Lys’(His)-TOC)  und
N*~(1-Deoxy-D-fructosyl)-Lys (N*histidinyl)-Tyr’-octreotat (Gluc-Lys’(His)-TOCA) bereits
von Frau Dr. Schottelius synthetisiert worden® und ausreichend vorhanden, so dass sie ohne

erneute Synthese verwendet werden konnten.

Peptidsynthesen wurden in Schiittelgefilen aus Glas mit einer Fritte durchgefiihrt.

Diese wurden von einem mechanischen Schiittler (St. John Associates Inc., USA) bewegt.

Diinnschichtchromatographie wurde mit Kieselgel 60 Fjs4 Platten der Firma Merck
Eurolab durchgefiihrt. Die Detektion der Substanzen erfolgte anhand der UV-Absorption bei
254 nm mittels einer Fluotest UV-Lampe oder Anfirben mit Ninhydrin-Losung (0.3 g
Ninhydrin, 3 g Essigsdure, 100 ml EtOH) und anschlieender Warmebehandlung.

Flash-Chromatographie wurde unter Verwendung von Silica-Gel 60 (Korngrof3e

0.04 - 0.063 mm) der Firma Fluka (Taufkirchen, Deutschland) ausgefiihrt.

Fiir analytische HPLC wurden, soweit nicht anders angegeben, Nucleosil 100
C18-Séulen (5 um, 125 x 4.0 mm) verwendet (Chromatographie Service GmbH, Langerwehe,
Deutschland). Zur Durchfiihrung wurde ein Gradienten-HPLC-System (S 2000 HPLC-
Controller, S 1021 Solvent Delivery System und S 8111 Low Pressure Gradient Mixer von
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Sykam GmbH, Fiirstenfeldbruck, Deutschland) eingesetzt. Die Aufzeichnung der
UV-Absorption erfolgte bei 220 nm mit einem UVIS 200 Photometer (Linear ' Instruments
Corporation, Reno, USA). Die Datenauftnahme erfolgte mittels eines ,,Winnie“-Interface
(raytest, Straubenhardt, Deutschland) und die Auswertung der UV-Daten erfolgte iiber die
Winnie32-Software (raytest, Straubenhardt, Deutschland). Zur Elution der Substanzen wurden
variable Gradienten der Eluenten A (H,O mit 0.1 % TFA v/v) und B (MeCN mit 0.1 % TFA
v/v) bei einem Fluss von Iml/min verwendet. Die angegebenen k’-Werte berechnen sich

nach:

b= I — 1 tr = Retentionszeit [min]

to = (Totvolumen der Siule [ml])/(Fluss [ml/min])

Priaparative HPLC wurde mit dem oben genannten HPLC-System mit einer J Sphere
ODS-H80 (150 x 20 mm) Saule (YMC Europe GmbH, Schermbeck, Deutschland) bei einem
Fluss von 10 ml/min und verschiedenen Gradienten der Eluenten A (H,O mit 0.1 % TFA v/v)

und B (MeCN mit 0.1 % TFA v/v) durchgefiihrt.

Massenspektren wurden durch Elektrospray-lonisation (ESI) an einem LC-MS-System
LCQ von Finnigan (Bremen, Deutschland) gegebenenfalls in Kombination mit einem Hewlett
Packard Seriel1100 HPLC System unter Verwendung von C-18-Sdule (YMC ODS-A,
125x 2.1 mm, 120 A, 3 um) und variablen Gradienten in 15 min aus A (H,O mit 0.1 %
Ameisensdure v/v) und B (MeCN mit 0.1 % Ameisensdure v/v) (Flussrate: 0.3 ml/min)

erhalten.

NMR-Spektren wurden an einem AC250 Spektrometer (Bruker, Rheinstetten,
Deutschland) aufgenommen und mit einer UXNMR Version 3.1 (Bruker) prozessiert. Die
chemischen Verschiebungen bei 'H-Spektren wurden auf das Restprotonensignal von
de-DMSO bei 2.5 ppm bzw. CDCl; bei 7.24 ppm, bei “C-Spektren auf das '*C-Signal von
de-DMSO bei 39.5 ppm bzw. CDCl; bei 77.0 ppm kalibriert.

Zentrifugationen bis 1.5 ml wurden in Eppendorf-Caps (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) an einer Biofuge 15 (Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland) vorgenommen.
Fiir groBere Volumina wurde eine Megafuge 1.0 R (Heraeus Sepatech, Osterode,

Deutschland) verwendet.
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7.1.2  '®F-Radiomarkierung

Der Markierungsvorliaufer 4-Formyl-N,N,N-trimethylanilinium Triflat wurde von

[100,175

Hr. Poethko synthetisiert J'und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Analytische Radio-HPLC wurde auf einem Waters Gradienten HPLC System
(1525 Bindre HPLC-Pumpe mit einem Waters 2487 Dual A Absorbance Detektor und Breeze
Software, Waters, Eschborn, Deutschland) durchgefiihrt. Radioaktivitdt wurde mittels eines
Nal(Tl) Bohrloch-Szintillationszdhlers (EG&G Ortec, Miinchen, Deutschland), der an den
Auslauf des UV-Detektors angeschlossen war, detektiert. Im Allgemeinen wurden eine
Multosphere 100 C18-Saule (5 pm, 125 x 4.6 mm, CS GmbH, Langerwehe, Germany) und
verschiedene Gradienten B (MeCN mit 0.1 % TFA v/v) in A (H>O mit 0.1 % TFA v/v) und
mit einer konstanten Flussrate von 1 ml/min verwendet. Priparative Radio-HPLC wurde
auf dem préparativen Sykam Gradienten HPLC System mit einem Nal(Tl) Bohrloch-
Szintillationszdhler (EG&G Ortec, Miinchen, Deutschland), der an den Auslauf des
UV-Detektors angeschlossen war, durchgefiihrt. Eine Multosphere 100 C18-Séule (5 pm,
250 x 10 mm, CS GmbH, Langerwehe, Deutschland) wurde mit einem Fluss von 5ml/min
und verschiedenen Gradienten der Eluenten A (H,O mit 0.1 % TFA v/v) und B (MeCN mit
0.1 % TFA v/v) eingesetzt.

Fiir die Metabolitenanalyse wurden ein Sykam Gradienten HPLC System (Sykam
GmbH, Fiirstenfeldbruck, Deutschland) und ein Durchfluss-Szintillationsdetektor (Packard
BioScience Company, Meriden, USA) benutzt. Zur Trennung wurde eine Multosphere 100
C18-Séule (5 um, 150 x 10 mm, CS GmbH, Langerwehe, Deutschland) verwendet (Gradient:
22 -50 % B in 20 min (Flussrate: 4 ml/min)). Die Daten wurden mit einer FloOne Software
(Radiomatic series S00TR, Packard BioScience Company, Meriden, USA) aufgezeichnet und

analysiert.

Die Radioaktivititsmessungen zur Bestimmung der Lipophilie und bei in vitro- sowie
in vivo-Studien wurden mit einem 1480 Wizard 3 y-Counter der Firma Wallac (Turku,

Finnland) durchgefiihrt.
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7.1.3  *™Tc-Radiomarkierung

[®™Tc]Pertechnetat wurde mit Kochsalzlosung (0.9 % w/v NaCl, DeltaSelect,
Pfullingen, Deutschland) entweder aus einem Elutec™ (*’Mo/**™Tc)-Generator (Du Pont
Pharma, Briissel, Belgien) oder aus einem Ultratechnekow FM (*’Mo/”*"Tc)-Generator
(Mallinckrodt Medical B.V., Petten, Niederlande) eluiert. Die Reduktion des
[*’™Tc]Pertechnetats erfolgte mittels IsoLink-Kits (von Mallinckrodt Medical B.V. (Petten,
Niederlande) im Rahmen einer wissenschaftlichen Kooperation freundlicherweise von Herrn
Dr. Ensing zur Verfiigung gestellt). [Re(CO);Br3;](NEts), wurde von Prof. R. Alberto
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Da kein nichtradioaktives Tc-Isotop existiert,
wurden als Ersatz die analogen Re-Verbindungen aus [Re(CO);Br;](NEts), als kalte

99m

Standards synthetisiert, die zur HPLC-analytischen Identifikation der =" Tc-Tracer aufgrund

der chemischen Ahnlichkeit der beiden Nuklide!'*! dienen sollten.

Fir die analytische Radio-HPLC wurde ein das selbe HPLC-System
(Firstenfeldbruck, Deutschland) wie fiir analytische HPLC eingesetzt. Die Detektion der
Aktivitit erfolgte analog der Aufnahme von '*F-HPLC-Chromatogrammen Es wurde eine
Multosphere 100 C18-Sdule (5 um, 125 x 4.0 mm, CS GmbH, Langerwehe, Deutschland)
eingesetzt und zur Elution der Substanzen wurden variable Gradienten der Eluenten A (H,O
mit 0.1 % TFA (V/V)), B (MeCN mit 0.1 % TFA (v/v)) bzw. C (MeOH) mit einem Fluss von
1 ml/min verwendet. Semi-priparative Radio-HPLC wurde auf demselben HPLC-System
durchgefiihrt unter Verwendung einer Multosphere 100 C18-Sdule (5 um, 150 x 8§ mm,
Chromatographie Service GmbH, Langerwehe, Germany) und einer konstanten Flussrate von
3,6 ml/min mit verschiedenen Gradienten der Eluenten, A (H,O mit 0.1 % TFA (v/v)) und
C (MeOH).
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7.1.4  In vivo-Studien

AR42J-Zellen wurden von ECACC (European Collection of Cell Cultures, Salisbury,
UK) bezogen. Die Zellen wurden in RPMI 1640 (Seromed, Berlin, Deutschland) mit
2 mM L-Glutamin (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland) und 10 % FKS
(Seromed) bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. BSA (bovine serum albumin) wurde von Sigma
(St. Louis, USA) bezogen. Fiir die Bestimmung der Zellzahl wurde ein CASY®I-TT
Zellzahl- und Analysesystem (Schirfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland) benutzt.

Nacktméuse (CDI1 nu/nu, weiblich, 6 - 8 Wochen), Black six-Maiuse (weiblich,
12 Wochen) und Lewis Ratten (ménnlich, 3 - 4 Wochen) wurden von Charles River WIGA
GmbH (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Liquemin N 25000 (Natrium-Heparin) wurde
bezogen von der Hoffmann - La Roche AG (Grenzach-Wyhlen, Deutschland). Fiir
Metabolitenuntersuchungen wurden in fliissigem Stickstoff eingefrorene Organe mit einem

Mikro-Dismembrator (II) (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) homogenisiert.

7.2 Markierungsvorlaufer

7.2.1  Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)
AAYV 1: Belegung von DHP-HM-Harz mit Fmoc-Thr(tBu)-ol

Zunichst erfolgt unter Feuchtigkeitsausschluss ein Vorquellen des DHP-Harzes fiir 1 h
in 10 ml/g 1,2-Dichlorethan. 3.5 eq (bezogen auf die freien funktionellen Gruppen des
Harzes) Fmoc-Aminoalkohol und 1.86 eq vorher im Hochvakuum getrocknetes
Pyridinium-p-toluolsulfonat (PPTS) werden nacheinander in Dichlorethan (7 ml/g) geldst und
zum Harz gegeben. Die Reaktionsmischung wird unter Feuchtigkeitsausschluss iiber Nacht
unter Riickfluss geriihrt. AnschlieBend werden 5 ml Pyridin zum Cappen der freien
funktionellen Gruppen des Harzes zugegeben und das Gemisch bei RT 15 min geriihrt. Dann
wird das Harz abfiltriert und zweimal mit DMF und dreimal mit DCM gewaschen. Das
belegte Harz wird im Exsikkator getrocknet. Die Belegung des DHP-HM-Harzes in mol/g

Harz errechnet sich nach folgender Formel:

b= (M(Har%elegt) — M(Hal’Zmbelegt)

/M(Hal"ﬂ:elegt)
MW(Alkohol)
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AAYV 2: Belegung von TCP-Harz mit einer Fmoc-Aminosdure

1.5 eq (bezogen auf die freien funktionellen Gruppen des Harzes) Fmoc-Aminosiure
und 1.25 eq DIPEA werden in wasserfreiem DCM (10 ml/g Harz) gelost und auf das Harz
gegeben. Die Suspension wird 5 min bei RT geriihrt. Dann werden weitere 2.5 eq DIPEA
zugefiigt und die Reaktionsmischung 2 h bei RT geriihrt. Zum Cappen freier funktioneller
Gruppen am Harz werden dann 3 - 5 ml MeOH zugegeben und nochmals 20 min geriihrt.
Anschliefend wird das Harz abfiltriert und mit DCM und DMF gewaschen. Dabei wird
langsam die Konzentration an MeOH gesteigert, um eine Aggregation des Harzes zu
verhindern. Das belegte Harz wird im Exsikkator getrocknet. Die Belegung des TCP-Harzes

in mol/g Harz errechnet sich nach folgender Formel:

b= [ M(HCIVZbelegt) — M(HarZunbelegt)

= - /M(Haerelegt)
MW (Aminosdure) — MW (HCI)

AAY 3: Belegung von Rink-Amid-AM-Harz mit einer Fmoc-Aminoséure

Nach 30 miniitigem Vorquellen wird zunichst die Fmoc-Schutzgruppe des Harzes
5 min und noch mal 20 min mit 20 % (v/v) Piperidin in DMF abgespalten. Dann erfolgt die
Belegung des Harzes nach dem Standardprotokoll fiir Festphasenpeptidsynthese (SPPS) mit
1.5 eq Fmoc-Thr(tBu)-OH (sieche Tabelle 7.1). In diesem Fall wird die Belegung des Harzes
tiblicherweise nicht bestimmt, sondern man geht von der maximal moglichen Belegung (laut

Herstellerangabe) aus.

AAYV 4: Standardpeptidsynthese am Harz!'*®'7]

Fir die Peptidkupplung am Polystyrolharz werden die einzelnen Schritte bis zur
Vervollstindigung der gewiinschten Aminosauresequenz wiederholt durchgefiihrt. Tabelle 7.1

fasst die durchzufithrenden Schritte zusammen:
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Tabelle 7.1: Einzelne Schritte der Aminoséurekupplung beim Aufbau linearer Peptide an der festen Phase

Reagenzien Zeit [min] Wiederholungen  Funktion

NMP 30 1 Quellen @

20 % (v/v) Piperidin in DMF 5 1 Fmoc-Abspaltung
20 % (v/v) Piperidin in DMF 20 1 Fmoc-Abspaltung
NMP je2-3 6 Waschen

Fmoc-Aminosdure, HOBt, TBTU,

DIPEA bis pH 8.0 - 8.5, NMP 45-60 ! Kupplung
NMP je2-3 6 Waschen
DCM je2-3 3 Waschen ©

@ nur nach einer Unterbrechung der Peptidsynthese iiber Nacht

® nur vor einer Unterbrechung der Peptidsynthese iiber Nacht

Die Standardpeptidsynthese wird in NMP durchgefiihrt. Fiir die Kupplungsreaktion
werden zunichst 1.5 eq der zu kuppelnden Fmoc-Aminosdure und 1.5 eq HOBt in NMP
(ca. 10 ml/g Harz) geldst (die Aquivalentangaben sind bezogen auf die Belegung des
eingesetzten Harzes). Nach kurzer Voraktivierung der Séure wird diese Losung zum Harz
gegeben, ebenso wie eine Losung von 1.5 eq TBTU in NMP. AnschlieBend wird das
Reaktionsgefd3 kurz geschiittelt, um die Reagenzien mit dem Harz zu vermischen. Die
Reaktionslosung wird dann mit ca. 3.5 eq DIPEA auf pH 8.5 eingestellt. Fiir die
Kupplungsreaktion wird das Reaktionsgefdl3 45 - 60 min bei RT geschiittelt.

AAYV 5: Abspaltung eines Peptides vom DHP-HM-Harz

Nach fiinfmaligem Waschen des Harzes mit DCM wird das Peptid vom DHP-HM-Harz
unter gleichzeitiger Entfernung der sdurelabilen Schutzgruppen abgespalten. Dazu wird eine
Mischung einer Losung aus TFA : H,O : TIBS (95 : 2.5 : 2.5 v/v/v) mit DCM im Verhiltnis
1 : 1 verdiinnt und auf das Harz gegeben. Nach 30 min Schiitteln bei RT wird das Harz
dreimal mit DCM gewaschen und die vereinigten Filtrate im Vakuum eingeengt. Nach
Eintriibung der Losung beim Einengen wird das Produkt mit Ether ausgefillt und im

Exsikkator getrocknet.
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AAYV 6: Abspaltung von Peptiden vom TCP-Harz/Rink-Amid-AM-Harz

Vor der Abspaltung des Peptides vom TCP-/Rink-Amid-AM-Harz und der
gleichzeitigen Entfernung der sdurelabilen Seitenkettenschutzgruppen wird das Harz fiinfmal
mit DCM gewaschen. Dann wird das Harz in einer Mischung aus TFA : H,O : TIBS
(95 :2.5:2.5 v/v/v) 30 min bei RT geschiittelt. AnschlieBend wird das Harz einmal mit oben
genannter Mischung und zweimal mit DCM gewaschen, und die vereinigten Filtrate im
Vakuum eingeengt. Nach der Triibung der Losung beim Einengen wird das Produkt mit Ether

ausgefillt und im Exsikkator getrocknet.

AAV 7: Cyclisierung von Tyr’-Octreotid-Derivaten

Das abgespaltene Peptid wird in THF (ca. 50 ml/300 pg Peptid) suspendiert. Zu dieser
Suspension wird so lange 5 mM NH;OAc-Losung gegeben, bis die Losung klar wird.
Anschlieend wird der pH-Wert mit einer geséttigten NaHCOs-Ldsung auf 7 eingestellt. Nach
Zugabe von 30 %igem H,O;, (100 ul/300 pg Peptid) wird die Losung bei RT geriihrt. Das
Ende der Reaktion wird mittels HPLC bestimmt, wobei die Reaktion in den meisten Fillen
nach 1h beendet ist. Darauthin wird die Losung im Vakuum eingeengt und anschlieend

lyophilisiert.

AAYV 8: Fmoc-Entschiitzung in Losung

Das Fmoc-geschiitzte Peptid oder die Fmoc-geschiitzte Aminosdure wird in DMF
(800 ul/200 mg Edukt) gelost. Es wird Piperidin (200 pl/200 mg Edukt) zugegeben, und die
Mischung 10 - 20 min bei RT geriihrt (HPLC-Kontrolle). Das Produkt wird in Ether
ausgefillt und im Exsikkator getrocknet.

AAYV 9: Entschiitzung sdurelabiler Schutzgruppen in Losung

Das sidurelabil geschiitzte Peptid oder die sédurelabil geschiitzte Aminosdure wird in
einer Losung aus TFA : H,O : TIBS im Verhéltnis 95 : 2.5 : 2.5 (v/v/v, 1 ml/200 mg Edukt)
gelost. Das Gemisch wird in Abhdngigkeit von der Art der Schutzgruppen 15 - 400 min bei
RT geriihrt (HPLC-Kontrolle). Dann wird das Produkt in Ether ausgefillt und im Exsikkator
getrocknet.
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AAYV 10: Dde-Entschiitzung in Losung

Das Dde-geschiitzte Peptid wird in DMF : Hydrazinhydrat 98 : 2 (v/v, 1 ml/100 mg
Edukt) gelost und 10 min bei RT geriihrt (HPLC-Kontrolle). AnschlieBend wird das Produkt
in Ether ausgefallt und im Exsikkator getrocknet.

AAYV 11: Kupplung von Carbonséduren an Peptide mit HOBt/TBTU/DIPEA in Losung

Die Carbonsdure (1.5 eq bezogen auf das Peptid) wird mit 1.5 eq HOBt und 1.5 eq
TBTU in DMF (1 ml/200 mg Peptid) gelost. Der pH-Wert der Losung wird mit 3.5 eq DIPEA
auf 8-8.5 eingestellt. Nach 10 miniitiger Voraktivierung der Carboxylkomponente wird das
Peptid in 1 ml/200 mg DMF langsam zugetropft. Das Ende der Reaktion wird mittels HPLC

bestimmt. Dann wird das Produkt in Ether ausgefillt und im Exsikkator getrocknet.

AAYV 12: Kupplung von Carbonsduren an Peptide mit HOAt/DIC/Pyridin

Die Carbonsiure (1.5 eq bezogen auf das Peptid bzw. die Aquivalentangaben bezogen
auf die Belegung des eingesetzten Harzes) wird mit 1-2 eq HOAt , 1-2 eq DIC und 1-3 eq
Pyridin in 1 ml DMF 10 min voraktiviert. Nach 10 minitiger Voraktivierung der
Carboxylkomponente wird das Peptid in 1 ml/200 mg DMF langsam zugetropft bzw. die
Losung auf das Harz gegeben und die Reaktionslosung unter Durchmischung bei RT
reagieren gelassen. Das Ende der Reaktion wird mittels HPLC bzw. Kaisertest bestimmt. Im
Fall einer Reaktion in Losung wird das Produkt in Ether ausgefdllt und im Exsikkator

getrocknet. Im Fall einer Reaktion am Harz wird nach Standardmethode weiterverfahren.

AAYV 13: Kupplung von Succinimidyl-Boc-HYNIC an Peptide

Das Peptid, Succinimidyl-Boc-HYNIC (1.5 eq bezogen auf das Peptid) und HOBt
(1.5 eq) werden in DMF (1 ml/ 50 mg Peptid) geldst, und die Losung mit ca. 2.5 eq DIPEA
auf pH 8.5 eingestellt. Anschlieend wird die Reaktionslosung bei 60 °C geriihrt. Das Ende
der Umsetzung wird mittels HPLC-Kontrolle bestimmt. Das Produkt wird dann in Ether
ausgefillt und im Exsikkator getrocknet.
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AAYV 14: N-terminale Glykosylierung von Peptiden via Amadori-Reaktion*>'%*1%"]

Das N“-terminal ungeschiitzte Peptid wird mit 10 eq Glucose in MeOH : AcOH 95 : 5
(1 ml/100 mg Peptid) gelost, wobei sich der Zucker erst beim Erwdrmen 16st. Das
Reaktionsgemisch wird anschlieBend auf 60 °C erhitzt und fiir 16 - 24 h geriihrt. Dabei wird
das Reaktionsende mittels HPLC bestimmt. Das Produkt wird dann in Ether ausgefillt und im

Exsikkator getrocknet.

AAYV 15: Bestimmung der Lipophilie (logPow)

Das zu untersuchende Peptid wird mittel HPLC isoliert und das Volumen der
Produktfraktion bzw. des Eluats der Kartusche reduziert. AnschlieBend wird diese Losung mit
ca. 4 kBq radiomarkiertem Peptid (ca. 10 ul) mit PBS-Puffer auf 500 ul verdiinnt, und dann
mit 500 pul 1-Octanol versetzt (n = 6). Das Gemisch wird 3 min gevortext und anschlieend
6 min bei 14500 g zentrifugiert. Von jeder Phase werden Aliquots von 100 pl entnommen,

und die Aktivitit wird im y-Counter gemessen. Der Pow-Wert errechnet sich nach:

[ 1 Pow = Verteilungskoeffizient zwischen Octanol- und wissriger Phase
oc tan ol
P ow — [4,,] [Aoctanal]l = Konzentration in Octanol
PBS

[Apgs] = Konzentration in Puffer (PBS)

7.2.2  Synthese aminosiureihnlicher Bausteine

7.2.2.1 Fmoc-Thr(tBu)-ol "%/

Fmoc

Es wurden 2.78 g Fmoc-Thr(tBu)-OH (7 mmol) in 100 ml THF bei -10 °C gelost und
unter Trilbbung N-Methylmorpholin (772 pl, 7 mmol) und Chlorameisensiureethylester
(666 ul, 7 mmol) hinzugefiigt. Die Reaktionsmischung wurde 30 min bei -10 °C geriihrt und
anschlieend mit NaBH4 (794 mg, 21 mmol) versetzt. Darauthin wurden 120 ml MeOH im
Laufe von 45 min langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde 3 h bei 0 °C gertihrt.
Nach 3 h wurden unter Aufklaren der Losung 100 ml 1 M HCI zugefiigt. Die organischen
Losungsmittel wurden im Vakuum abgedampft, und die verbleibende wassrige Phase wurde

dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iliber MgSO4
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getrocknet und im Vakuum eingeengt. Als Rohprodukt wurde ein hellgelbes Ol erhalten, das
mittels Flash-Chromatographie (EE : Hexan, 70 : 30) gereinigt wurde. Das Produkt wurde als
klares, zihes Ol erhalten (2.06 g, Ausbeute: 77 %).

MW: 383.5 g/mol; Cy3H29NO4, R{EE) = 0.81

m/z = 406.1 ((M+Na]")

'H-NMR (CDCls; 250 MHz): & (ppm) 1.16 (3H, d, J = 6.2 Hz, CHCH3), 1.20 (9H, s, tBu),
2.88 (1H, breit, OH), 3.61 (1H, breit, CHCH,OH), 3.66 (2H, breit, CHCH,OH), 3.94 (1H, m,
CHCH;), 4.22 (1H, t, J = 6.8 Hz, CHCH,CO), 4.40 (2H, m, CHCH,CO), 5.28 (1H, d, J=7.5
Hz, NH), 7.30 (2H, d, J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.38 (2H, t, J = 7.2 Hz, Ar-H), 7.59 (2, d, J=7.4
Hz, Ar-H), 7.74 (2H, d, J= 7.4 Hz, Ar-H).

7.2.2.2 6-Hydrazin-nicotinsiure (HYNI C)/ 1761

1.1"76) peschrieben, wurde 6-Chlornicotinsiure (8.0 g, 50.8 mmol)

Wie von Abrams ef a
zu 80 % Hydrazinhydrat (35.0 ml, 930.0 mmol) gegeben und fiir 4 h bei 100 °C gertihrt.
Anschliefend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, und der entstandene weille
Feststoff in Wasser gelost. Diese Losung wurde mit konzentrierter HCI bis pH 5.5 angeséuert.
Der dabei ausgefallene Niederschlag wurde mit 95 % EtOH und Ether gewaschen und im
Vakuum getrocknet. Das Produkt wurde als gelbes Pulver erhalten (7.5 g, Ausbeute: 96 %).
MW = 153.1 g/mol, CcH7N30,, R¢=0.73 (EE (1 % Essigsdure))

'H-NMR (ds-DMSO, 250 Hz): & (ppm) 6.7 (1H, d, J=8.7 Hz, Ar-H), 7.8 (1H, dd, J = 2.4,
8.9 Hz, Ar-H), 8.3 (1H, s, NH), 8.5 (1H, d, ] = 2.3, Ar-H).
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7.2.2.3 6-(Boc-hydrazin)-nicotinsiiure (Boc-HYNIC )[ 176]

N OH

Zu einer Losung von 6-Hydrazin-nicotinsdure (3.0 g, 20.0 mmol) und Triethylamin
(3.3 ml, 24.0 mmol) in DMF (22.0 ml) wurde Di-tert-butyl-dicarbonat (4.6 g, 20.0 mmol)
gegeben. Nach ca. 2 h Riihren bei Raumtemperatur wurde die Suspension homogen. Nach
weiteren 18 h Reaktionszeit wurde das Ldosungsmittel im Vakuum entfernt, und das
Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie gereinigt (EE (1 % Essigsédure)). Das Produkt
wurde als weilles Pulver erhalten (3.8 g, Ausbeute: 75 %).
MW = 253.1 g/mol, C;;H;5N304, R = 0.86 (EE (1 % Essigséure))
'H-NMR (ds-DMSO, 250 Hz): & (ppm) 1.4 (9H, s, CH3), 6.5 (1H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H),
7.9 (1H, d,J=9.2, Ar-H), 8.6 (1H, s, Ar-H).

7.2.2.4 N-Succinimidyl-6-(Boc-hydrazin)-nicotinsiiureester Succinimidyl-Boc-HYNIC)"" "

(0]
o AN
|
/@AO/N
H
OYN\N N/ °
\ H
(o]

Zu einer Losung von Boc-HYNIC (2.3 g, 9.0 mmol) und N-Hydroxysuccinimid (1.0 g,
9.0 mmol) in DMF (23.0 ml) wurde eine Losung von Dicyclohexylcarbodiimid (1.9 g,
9.0 mmol) in DMF (8.0 ml) hinzugefiigt, und die Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach 60 min wurde die Losung triib. Nach 20 h Reaktionszeit wurde das
Reaktionsgemisch abfiltriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wurde
mittels Flash-Chromatographie (EE) und Umkristallisation aus EE/Hexan gereinigt.
N-Succinimidyl-6-(Boc-hydrazin)-nicotinsdureester wurde als weiles Pulver erhalten (1.8 g,
Ausbeute: 56 %).
MW =350.1 g/mol, C;sH;sN4Og, R¢=0.70 (EE)
HPLC (20 - 70 % B in 20 min): tg=7.0 min, k" = 5.1
'H-NMR (d¢-DMSO, 250 Hz): & (ppm) 1.4 (9H, s, CHj3), 2.9 (4H, s, CH,), 6.6 (1H, d,
J=8.6 Hz, Ar-H), 8.1 (1H, d, J=2.4, 7.2, Ar-H), 8.7 (1H, s, Ar-H).
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7.2.2.5 5-Oxo0-5,6,7,8-tetrahydroimidazo[1,5-c[pyrimidin-7-carbonsiiuremethylester
(His-OMe-Harnstofp)!""!

/}(\Hko/

N. N__NH
N
ToT

Zundchst wurde einer Losung von L-Histidinmethylester (3.06 g, 13.0 mmol) in DMF
(90.0 ml) Carbonyldiimidazol (2.07 g, 13.0 mmol) hinzugefiigt. Nach ca. 24 h bei 70 °C
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in 1 M NaHCOs;-Ldsung
aufgenommen und die wissrige Phase mit DCM ausgeschiittelt. Die vereinigten Extrakte
wurden iiber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wurde durch
Umkristallisieren aus MeCN aufgereinigt und lieferte hellbraune Nadeln (1.8 g, Ausbeute:
73 %).

MW = 195.1 g/mol, CgHgN303, R¢=0.22 (EE)
BC-NMR (d;-CDCls, 250 Hz): & (ppm) 23.8, 53.6, 53.9, 125.1, 126.9, 135.6, 148.7, 170.7.

7.2.2.6 2-(2-tert-Butoxy-2-oxoethyl)-7-methoxycarbonyl-5-0x05,6,7,8-
terahydroimidazo[l,5-c[-pyrimidin-2-ium Bromid
(His(N*-CM-tBu)-OMe-Harnstoffbromid) "

(o)

[o) +
N
\\/NTNH

(o)

Br

Eine Losung von Histidin-OMe-Harnstoff (705 mg, 3,62 mmol) und 2-Bromessigsaure-
tert-butylester (1.60 ml, 10.85 mmol) in MeCN (40 ml) wurde 24 h unter Riickfluss gertihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde 3 mal
mit Ether und 2 mal mit THF gewaschen und im Exsikkator getrocknet. Das so erhaltene
Rohprodukt (1.68 g) wurde ohne weitere Aufreinigung in der Folgereaktion eingesetzt.

MW =310.1 (+ 79.9) g/mol, C14H20N30sBr, R¢= 1.0 (EE)

m/z=310.0 ((M]"); 254.2 ([M-(tert-Butyl)+H]")

'H-NMR (D,0, 250 Hz): & (ppm) 1.5 (9H, s, CH3), 3.6 (2H, m, CH,CH), 3.9 (3H, s, OCH3),
4.9 (1H, m, CHCOO), 5.2 (2H, s, COO-CH>-N), 7.5 (1H, s, Im-H), 9.5 (1H, s, Im-H).
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7.2.2.7 N'-(2-tert-Butoxy-2-oxoethyl)-N"-Fmoc-histidinmethylester
(Fmoc-His(N"-CM-tBu)-OMe)'""!

]

)(//OL/—MO/
o N\7NHN¢0
o

Nes

Zu einer Losung aus His(N-CM-tBu)-OMe-Harnstoffbromid (Rohprodukt 1.5 g,
ca. 3.30 mmol) und 9-Fluorenmethanol (1.77 g, 9.0 mmol) in MeCN (80 ml) wurde DIPEA
(757 pl, 4.42 mmol) hinzugefiigt. Nach 30 h Reaktionszeit bei RT wurde die Losung mit
1 M HCI neutralisiert und die Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in
DCM aufgenommen und mit H,O ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden
iiber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das hellgelbe Rohprodukt wurde mittels
Flash-Chromatographie gereinigt (EE), was als Produkt ein weilles Pulver lieferte (769 mg,
Ausbeute: 46 %).

MW = 505.2 g/mol, C3H3;N30¢, Re = 0.35 (EE)

HPLC (30 — 80 % B in 15 min): tg = 9.9 min; k'=7.6;

m/z = 506.2 ((M+H]"); 1010.9 ([2M+H]"); 450.2 ([M-(tert-Butyl)+2H]")

'H-NMR (d;-CDCls, 250 Hz): & (ppm) 1.5 (9H, s, CH3), 3.1 (2H, dd, J = 4.5, 5.5Hz,
CH,CH), 3.7 (3H, s, OCH3), 4.3 (1H, d, J = 7.0 Hz, CHCOO), 4.4 (2H, m, CH,-Ar), 4.5 (2H,
s, COO-CH>-N), 6.4 (1H, d, J = 7.0 Hz, NH), 6.7 (1H, s, Im-H), 7.3 — 7.5 (5H, m, Ar-H,
Im-H), 7.6 (2H, dd, J= 6.5, 6.6 Hz, Ar-H), 7.8 (2H, d, /= 7.5 Hz, Ar-H).

7.2.2.8 N'-(Carboxymethyl)-N"-Fmoc-histidinmethylester (Fmoc-His(N'-CM)-OMe)
Die tert-Butyl-Schutzgruppe von Fmoc-His(N'-CM-tBu)-OMe (300 mg, 0.6 mmol)

o
o -

) No
ol X

N Fmoc

wurde nach AAV 9 entfernt. Nach 6 2 h Reaktionszeit (HPLC-Kontrolle) wurde das

Losungsmittelgemisch im Vakuum entfernt, und das Produkt mit Ether gewaschen. Das
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erhaltene Rohprodukt wurde lyophilisiert und anschlieBend ohne Aufreinigung zur Kupplung
an Peptide verwendet.

MW =449.2 g/mol, C4H,3N304,

HPLC (30 — 80 % B in 15 min): tg = 6.3 min; k'=4.8

m/z =450.3.2 ((M+H]+); 488.2 ([M+K]+).

7.2.3  Synthese der peptidischen Vorliufer allgemein
7.2.3.1 Tyr’-Lys’(Dde)-Octreotid (TOC(Dde)):

Nach AAV 1 wurde DHP-HM-Harz (1.31 g, 1 mmol bezogen auf die funktionelle
Gruppen) mit Fmoc-Thr(tBu)-ol (1.45 g, 3.8 mmol) belegt. Nach dem Trocknen im
Exsikkator wurden 1.54 g belegtes Harz erhalten (Harz-Belegung: 0.46 mmol/g). Daran
wurde der Aufbau der Aminosduresequenz D-Phe-Cys(Trt)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Dde)-
Thr(tBu)-Cys(Trt) analog AAV 4 durchgefiihrt.

Anschlieend an die Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe der letzten Aminoséure, wurde
das Peptid, unter gleichzeitiger Entfernung der sdurelabilen Schutzgruppen, vom Harz
entsprechend AAV 5 abgespalten (HPLC (30 — 80 % B in 15 min): tg = 4.7 min; k= 3.7). Die
darauf folgende Cyclisierung nach AAV 7 und anschlieBendes Lyophilisieren aus tBuOH
lieferte Tyr’-Lys’(Dde)-Octreotid als Rohprodukt.

MW: 1198.5 g/mol; CsoH7sN10013S,
HPLC (30— 80 % B in 15 min): tg = 5.3 min; k'=4.7
m/z=1199.6 ((M+H]"); 1221.7 ((M+Na] .

7.2.3.2 T yr3-Lys5(Dde)-Octreotat (TOCA(Dde)):

Gemill AAV 2 wurde TCP-Harz (2.00 g, 2.2 mmol bezogen auf die funktionelle
Gruppen) mit Fmoc-Thr(tBu)-OH (1.31 g, 3.3 mmol) belegt. Nach dem Trocknen im
Exsikkator wurden 2.70 g belegtes Harz erhalten (Harz-Belegung: 0.72 mmol/g). Daran
wurde der Aufbau der Aminosduresequenz H,N-D-Phe-Cys(Trt)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Dde)-
Thr(tBu)-Cys(Trt) nach AAV 4 durchgefiihrt. Zur weiteren Umsetzung wurde das Peptid am

Harz belassen.

Alternativ wurde, anschlieBend an die Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe der letzten
Aminoséure, das Peptid, unter gleichzeitiger Entfernung der sdurelabilen Schutzgruppen, vom

Harz entsprechend AAV 6 abgespalten (HPLC (10 — 60 % B in 15 min): tg=16.6 min;
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k’=5.7). Die darauf folgende Cyclisierung nach AAV 7 und anschlieBendes Lyophilisieren
aus tBuOH lieferte Tyr’-Lys’(Dde)-Octreotat als Rohprodukt.

MW: 1212.5 g/mol; CsoH76N19014S,

HPLC (30 — 80 % B in 15 min): tg=5.9 min, k" = 5.4

m/z=1213.6 ((M+H]"), 1235.7 ((M+Na]").

7.2.3.3 T, yr3-Lys5(Dde)—Octreotatamid (TOCam(Dde)):

Nach AAV 3 wurde Rink-Amid-AM-Harz (2.0 g, 0.90 mmol bezogen auf die
funktionelle Gruppen) mit Fmoc-Thr(tBu)-OH (0.54 g, 1.36 mmol) belegt. Der Autbau der
Aminoséauresequenz H,N-DPhe-Cys(Trt)-Tyr(tBu)-DTrp-Lys(Dde)-Thr(tBu)-Cys(Trt) wurde
nach AAV 4 durchgefiihrt. Anschliefend an die Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe der
letzten Aminosdure, wurde das Peptid, unter gleichzeitiger Entfernung der sédurelabilen
Schutzgruppen, vom Harz entsprechend AAV 6 abgespalten (HPLC (30 — 80 % B in 15 min):
tg = 4.7 min; k'= 2.6) Die darauf folgende Cyclisierung nach AAV 7 und anschlieBendes
Lyophilisieren aus tBuOH lieferte Tyr’-Lys’(Dde)-Octreotatamid als Rohprodukt.

MW: 1211.5 g/mol; CsoH77N11013S,
HPLC (30— 80 % B in 15 min): tg = 8.5 min, k" = 6.4
m/z=1212.4 ((M+H]"), 1234.75 ((M+Na]").

7.2.4  Synthese der Peptid fiir die Markierung mit "*F und **™Tc¢
7.2.4.1 6-Hydrazin-nicotinsiureamid-p-Phe'-Tyr’-octreotat (HYNIC-TOCA)

TOCA(Dde) (90 mg, 0.07 mmol), Succinimidyl-Boc-HYNIC (39 mg, 0.11 mmol) und
HOBt (17 mg, 0.11 mmol) wurden nach AAV 13 unter Zugabe von DIPEA (30 pl,
0.18 mmol) in 6 h umgesetzt (HPLC-Kontrolle (30— 80 % B in 15 min): tg =11.1 min,
k”=7.5). Die anschliefende Boc-Entschiitzung erfolgte gemidl AAV 9 (HPLC (30 —-80 % B
in 15 min): tg = 9.0 min, k" = 6.7). Nach der Dde-Entschiitzung gemidl3 AAV 10, wurde das
Produkt mittels HPLC prépariert.

MW: 1183.5 g/mol; CssHgoN3013S,
HPLC (22 - 50 % B in 20 min): tg = 9.0 min, k" = 6.5
m/z = 1184.4 ((M+H]"); 1206.4 ([IM+Na]"); 593.1 ([ (M+2H)/2]*)).
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7.2.4.2 6-Hydrazin-nicotinsiureamid-p-Phe'-T yr3 -octreotatamid (HYNIC-TOCam)

TOCam(Dde) (50 mg, 0.04 mmol) wurde mit Succinimidyl-Boc-HYNIC (34 mg,
0.09 mmol) HOBt (14 mg, 0.09 mmol) und DIPEA (31 pl, 0.18 mmol) 5.5 h gemidl3 AAV 13
umgesetzt (HPLC (30 — 80 % B in 15 min): tg =11.0 min, k" = 8.0). Die anschlieende
Boc-Entschiitzung erfolgte nach AAV 9 (HPLC (3080 % B in 15 min): tg =9.1 min,
k" =6.5). Nach der Dde-Entschiitzung gemi3 AAV 10 wurde das Produkt mittels priparativer
HPLC isoliert.
MW: 1182.5 g/mol; CssH79N401,S,
HPLC (22 - 50 % B in 20 min): tg = 7.3 min, k" = 5.2
m/z = 1183.5 ((M+H]"), 1205.5 ([M+Na]"), 592.5 ([(M+2H)/2]*).

7.2.4.3 6-Hydrazin-nicotinsdureamid—Argl -Substance P (HYNIC-Substance P)

Lys’(Dde)-Substance P (67 mg, 0.04 mmol), Succinimidyl-Boc-HYNIC (24 mg,
0.07 mmol) und HOBt (10 mg, 0.07 mmol) wurden analog AAV 13 nach Zugabe von DIPEA
(25 ul, 0.26 mmol) umgesetzt (6 h) (HPLC-Kontrolle (20 — 70 % B in 20 min): tg = 11.6 min,
k" = 8.6). AnschlieBend an die Reinigung des Zwischenprodukts mittels praparativer HPLC
erfolgte die Dde-Entschiitzung gemidfl AAV 10 (HPLC 20 - 70 % B in 20 min): tg = 9.5 min,
k”=6.9). Nach der Boc-Entschiitzung nach AAV 9, wurde das Produkt nochmals mittels
HPLC priépariert.
MW: 1481.8 g/mol; CeoH03N21014S
HPLC (22 — 50 % B in 15 min): tg = 9.3 min, k" = 7.5
m/z = 1482.7 (IM+H]"); 1504.7 (IM+Na]"); 742.2 ([(M+2H)/2]*).

7.2.5  Synthese der Peptide fiir die Markierung mit [*’™Tc(OH,)(CO);]*

7.2.5.1 (2-(4-(2-Amino-carboxyethyl)-imidazol-1 -yl)acetyl)-D-Phel -T yr3-octreotid
(His"-TOC)

TOC(Dde) (122 mg, 0.10 mmol) wurde mit Fmoc-His(N-CM)-OMe (150 mg,
0.30 mmol), HOAt (41 mg, 0.30 mmol), DIC (46.5 pl, 0.30 mmol) und Pyridin (24 pl,
0,3 mmol) in DMF gemdl AAV 12 innerhalb von 120 min bei RT umgesetzt
(HPLC-Kontrolle (35 —65 % B in 15 min): tg = 11.6 min; k'= 11.6). Das Zwischenprodukt

wurde mittels préparativer HPLC aufgereinigt.
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AnschlieBend erfolgte die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe in 20 min geméal3 AAV 8
(HPLC: 10-50 % B in 15 min) tg = 14.4 min, k” = 10.4). Die Dde-Entschiitzung wurde
entsprechend AAV 10 durchgefiihrt (HPLC (10 — 50 % B in 15 min): tg = 10.3 min, k" = 7.4).
Fiir die Methylesterspaltung wurde das Peptid in 6 ml Natriumborat-Puffer (100 mM, pH 8.5)
und 2 ml MeOH gelost und bei RT mehrere Tage geriihrt (HPLC-Kontrolle). Das Produkt
wurde mittels priaparativer HPLC isoliert.

MW: 1229.5 g/mol; Cs;H75N13014S,
HPLC (15 —-45 % B in 15 min): tg = 9.4 min; k'= 6.2
m/z = 1230.7 ((M+H]"); 1252.7 ((IM+Na]"); 616.2 ([(M+2H)/2]*).

7.2.5.2 (2-(4-(2-Amino-carboxyethyl)-imidazol-1 -yl)acetyl)-D-PheI -T yr3-octreotat
(His"-TOCA)

Nach Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe wurde TOCA am TCP Harz
(0,15 mmol) mit Fmoc-His(N'-CM)-OMe (145 mg, 0.29 mmol), HOAt (40 mg, 0.29 mmol),
DIC (45 ul, 0.29 mmol) und Pyridin (36 pl, 0.45 mmol) gemidl AAV 12 in 8 Tagen
umgesetzt. Die Abspaltung des Peptids vom TCP-Harz wurde gemi3 AAV 6 ohne vorherige
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe durchgefiihrt (HPLC-Kontrolle (35 — 65 % B in 15 min):
tg = 12.3 min; k'= 10.7).

Das aus der Cyclisierung des linearen Peptids gemid3 AAV 7 erhaltene Produkt
(HPLC-Kontrolle (35-65 % B in 15 min): tg = 11.9 min; k’= 10.3) wurde mittels
préaparativer HPLC gereinigt.

AnschlieBend wurde die Fmoc-Schutzgruppe nach AAV 8 abgespalten (HPLC-
Kontrolle (35 — 65 % B in 15 min): tg = 4.8 min; k= 4.3), und die Dde-Entschiitzung wurde
entsprechend AAV 10 durchgefiihrt (HPLC (15 —45 % B in 15 min): tR = 9.6 min, k" = 6.9).
Fiir die Methylesterspaltung wurde das Peptid in 6 ml Natriumborat-Puffer (100 mM, pH 8.5)
und 1 ml MeOH gelost und bei RT 8 Tage geriihrt (HPLC-Kontrolle). Das Produkt wurde
mittels priaparativer HPLC isoliert.

MW: 1243.5 g/mol; Cs;H73N13015S,
HPLC (15 —-45 % B in 15 min): tg = 9.4 min; k'= 6.6
m/z = 1244.8 ((M+H]"); 1266.6 (IM+Na]"); 623.2 ([(M+2H)/2]*")
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7.2.5.3 F moc-Lyso- T yr3-Lys5(Dde)-Octreotat (Fmoc-Lys-TOCA(Dde))

An harzgebundenes, vollstindig geschiitztes TOCA (0.1 mmol) wurde analog AAV 4
Fmoc-Lys(Boc)-OH (70.0 mg, 0.15 mmol) gekuppelt. Nach der Kupplung wurde das Peptid
nach AAV 6 vom Harz abgespalten. Das Rohprodukt wurde anschlieBend nach AAV 7
cyclisiert und ohne Aufreinigung weiter umgesetzt.

MW: 1562.7 g/mol; CgoHosN12017S,
HPLC: (40 — 100 % B in 15 min) tg = 8.2 min, k" = 6.7.

7.2.5.4 N“-(I-Deoxy—D—fructosyl)-Lyso(Ns-(carboxymethyl-pyridin-Z—yl—
methylamino)acetyl)- T) yr3-0ctreotat ( Gluc-Lyso(Pic)-T OCA).

Die Kupplung von (2-Pyridylmethyl)iminodiessigsdure (Pic; 56 mg, 0.25 mmol) an
Fmoc-Lys’-TOCA(Dde) (130 mg, 0.083 mmol) wurde entsprechend AAV 11 durchgefiihrt.
Das hellbraune Rohprodukt wurde ohne Aufreinigung weiter umgesetzt (HPLC:
(40-100% B in 15 min) tg = 8.8 min, k" = 7.3). AnschlieBend an die Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe gemi3 AAV 8 (HPLC (40 — 100 % B in 15 min): tg=4.4 min, k" = 3.5)
wurde das Lys(Pic)TOCA(Dde)-Rohprodukt (= 0.083 mmol) mit Glucose (150 mg,
0.83 mmol) nach AAV 14 umgesetzt. Laut HPLC-Kontrolle (30 -80 % B in 15 min:
tr = 9.2 min; k'= 6.9) war die Reaktion nach 15 Stunden beendet. Ohne Aufreinigung des
Zwischenprodukts wurde die Dde-Entschiitzung von Gluc-Lys’(Pic)TOCA(Dde) analog
AAYV 10 durchgefiihrt, und das Produkt mittels préaparativer HPLC isoliert.

MW: 1544.6 g/mol; C71HyoeN1402;S,
HPLC (10— 60 % B in 15 min): tg = 12.5 min; k'=9.0
m/z = 1545.6 ((M+H]"); 1567.5 ([IM+Na]"); 773.7 ((M+2H)/2]*")
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7.3 '"*F-Markierungen via Hydrazonbildung

7.3.1  Synthese der 19F-Referenzverbindungen
AAYV 16: Hydrazonbildung der '°F-Referenzverbindungen

HYNIC bzw. HYNIC funktionalisiertes Peptid (1 eq) wurden in 50 mM KH,PO4-Puffer
(mit NaOH auf pH 5.05 eingestellt) gelost und eine Losung von 4-Fluorbenzaldehyd (1 - 3 eq)
in MeCN im Verhiltnis 3:2 (v/v) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde erhitzt und die
Ausbeute mittels HPLC-Analytik bestimmt.

7.3.1.1 6-(N-(4-fluoro-benzylidene)) hydrazon-nicotinsiureamid (FB-CH=N-HYNIC)

FB-CH=N-HYNIC wurde nach AAV 16 aus HYNIC (7.0 mg, 0.05 mmol) und
4-Fluorbenzaldehyd-Losung (11 pl, 0.10 mmol) synthetisiert. Das Reaktionsgemisch wurde
90 min bei 70 °C geriihrt. AnschlieBend wurde der Produktpeak mittels praparativer HPLC
isoliert.

MW =259.1 g/mol; C3H;(N3O,F

HPLC (24 — 35 % B in 15 min): tg = 5.6 min, k" = 3.7

m/z =260.2 ((M+H]"); 541.4 ([2M+Na]")

'H-NMR (d¢-DMSO, 250 Hz): 7.3 (3H, m, Ar-H), 7.8 (2H, dd, J = 5.7, 8.3, Ar-H),
8.1 (2H, m, Ar-H), 8.6 (1H, d, /= 2.0 Hz, HC=N), 11.6 (1H, s, NH).

7.3.1.2  6-(N-(4-fluoro-benzylidene)) hydrazon-nicotinsiureamid-T) yr3-0ctreotat
(FB-CH=N-HYNIC-TOCA)

FB-CH=N-HYNIC-TOCA wurde aus HYNIC-TOCA (0.3 mg, 0.2 pmol) und
4-Fluorbenzaldehyd (0.5 pmol, in MeCN) nach AAV 16 hergestellt. Das Reaktionsgemisch
wurde 2 h bei 70 °C geriihrt. Der Produktpeak wurde mittels HPLC isoliert.

MW = 1289.5 g/mol; Cs;H72N13013S,F
HPLC (22 — 50 % B in 20min): tg = 13.5 min, k" = 9.8
m/z = 1290.4 ((M+H]"); 1312.3 ([IM+Na]"); 646.1 ([(M+2H)/2]*).
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7.3.1.3  6-(N-(4-fluoro-benzylidene)) hydrazon-nicotinsiureamid-Tyr’-Octreotatamid
(FB-CH=N-HYNIC-TOCam)

HYNIC-TOCam (1.2 mg, 1.02 pmol) wurde nach AAV 16 mit 4-Fluorbenzaldehyd
(1.02 pmol) umgesetzt (100 min bei 90 °C). Der Produktpeak wurde mittels HPLC isoliert.
MW = 1288.5 g/mol; CsxH73N1401,S,F
HPLC (22 - 50 % B in 20min): tg = 13.5 min, k" =9.0
m/z = 1289.4 ((M+H]"); 1311.3 ([M+Na]"); 645.6 ([(M+2H)/2]*").

7.3.1.4 6-(N-(4-fluoro-benzylidene)) hydrazon-nicotinsiureamid-Substance P
(FB-CH=N-HYNIC-Substance P)

FB-CH=N-HYNIC-Substance P wurde nach AAV 16 aus HYNIC-Substance P
(0.18 mg, 0.1 pmol) und 4-Fluorbenzaldehyd (0.1 pumol) synthetisiert. Das Reaktionsgemisch
wurde 5 h bei 70 °C reagieren gelassen. Der Produktpeak wurde mittels HPLC isoliert.
MW = 1587.8 g/mol; C76H0sN21014SF
HPLC (22 — 50 % B in 20min): tg = 12.8 min, k" = 7.3
m/z = 1588.9 ([M+H]"); 795.4 ([(M+2H)/2]*").

7.3.2  Produktion von '*F-Fluorid

Das verwendete '°F-Fluorid wurde iiber eine '*O(p,n)'*F Kernreaktion aus
'80-angereichertem (> 98%) ['*OJH,O mit einem 11 MeV Protonenstrahl am hauseigenen
RDS-112 Zyklotron (Siemens/CTI, Knoxville, TN) hergestellt. Die Dicke des Wassertargets
in Strahlrichtung betrug 3.4 mm. Nach Ende der Bestrahlung wurde der Targetinhalt mittels
eines Heliumgasstroms herausgedriickt, um das ['®F]Fluorid von Verunreinigungen
(z.B. Silberionen aus dem Target) mittels einer Anionenaustauschsidule (Dowex 1 x 8-200
Ion-exchange Harz in der Carbonatform (Aldrich)) zu befreien und das 18O—angereicher‘te
Wasser zuriickzugewinnen. Das ['®F]Fluorid wurde anschlieBend mit 400 pl einer 60 mM

K,COs-Losung eluiert.
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7.3.3  Azeotropes Trocknen einer ['*F]Fluorid-Cryptat-Lésung

Zu einer Losung von Kryptofix 2.2.2. (10 mg, 26 umol) in 250 pl trockenem MeCN in
einem konischen Vial (Reactivial, V = 2.5 ml) wurde das ["*F]Fluorid (185 — 1000 MBq) in
K,COs-Losung (60 mM, 100-200 pl) hinzugefiigt. Die Losungsmittel wurden bei 110 °C
unter einem schwachen Argonstrom abgedampft. Dieser azeotrope Trocknungsschritt wurde

mindestens dreimal unter Zugabe von je 300 pl trockenem MeCN wiederholt.

7.3.4 Radiosynthese von 4-[18F]Flu0rbenzaldehyd ([ISF]FB-CHO)

Das getrocknete Kryptat ([Kc2.2.2.]7/"F) wurde mit einer Losung von
4-Formyl-N,N,N-trimethylanilinium Triflat (3.0 mg, 9.6 pmol) in 150 pl trockenem DMSO
aufgenommen und im geschlossenen Vial 5 min bei 90 °C geriihrt. AnschlieBend wurde der
['"*F]FB-CHO mittels préparativer HPLC (30 — 40 % B in 30 min) gereinigt. Die
Produktfraktion wurde mit Wasser verdiinnt (max. 7 % MeCN im Endvolumen) und
['*F]JFB-CHO wurde auf einer Strata X Kartusche (33 pm, 60 mg/3ml; Phenomenex,
Torrance, USA) fixiert. Nach dem Waschen mit 10 ml Wasser wurde der [*F]JFB-CHO in
einem moglichst kleinen Volumen (0.1 - 0.5 ml) MeCN von der Kartusche eluiert.
Gesamt-RCA: 52 — 77 % (~ 45 min, EOB), R,=0.69 (EE : Hexan (1 : 1)).

7.3.5 Kopplung von ['"*F]FB-CHO an HYNIC und HYNIC-funktionalisierte Peptide
AAV 17: Hydrazonbildung zur '*F-Markierung

Es wurden 30 pl eines 50 mM KH,POy4-Puffers (eingestellt auf pH 0.5-4 mit
konzentrierter H;PO4 und auf pH 5-9 mit KOH (1 M)), 10 pl einer wéssrigen Losung von
HYNIC bzw. HYNIC-Peptid (soweit nicht anders angegeben: 106 nmol/10 pl) und 10 pl der
['"*F]FB-CHO-Lésung (0.4 - 6.0 MBq) in MeCN zusammengegeben. Das Gemisch wurde
10 min auf 90 °C (soweit nicht anders angegeben) erhitzt, anschlieBend auf Eis gestellt.
Daraufhin wurden die Reaktionsansitze kurz zentrifugiert. Die Identifikation der Produkte
erfolgte durch Coinjektion der '’F-Referenzverbindungen, die vollstindig charakterisiert
wurden. Die Markierungsausbeuten wurden mittels Integration der entsprechenden HPLC-
Chromatogramme bestimmt (siche Tabelle 7.2). Der pH-Wert wurde mit einer Glaselektrode

im Anschluss an die Reaktion gemessen.
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Tabelle 7.2: Retentionszeiten und k’-Werte der '*F-markierten Verbindungen im Radioaktivititskanal.

Verbindung (Flu(:Sr id;fll/l;in) Rete[nntrlii(:iszeit K
["*FIFBA 22— 50 % B in 20 min 7.9 6.2
24 - 35 % B in 15 min 6.7 5.1

37 % B isokratisch 3.1 1.8

['"*F]JFB-CHO 22 - 50 % B in 20 min 9.3 7.5
24 -35%Bin 15 min 8.1 6.4

37 % B isokratisch 4.5 3.1

["*F]FB-CH=N-HYNIC 24 -35%Bin 15 min 6.0 4.5
["*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCA 22 —50 % B in 20 min 15.4 13.1
["*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCam 22 —50 % B in 20 min 15.5 13.2
37 % B isokratisch 3.6 2.3
['"*F]FB-CH=N-HYNIC-Substance P 22 —50 % B in 20 min 13.1 11.0

7.3.5.1 Abhiingigkeit der Markierungsausbeute vom pH-Wert

Die Abhingigkeit der Markierungsausbeute vom pH-Wert wurde fiir HYNIC, HYNIC-
TOCA und HYNIC-Substance P im Bereich von pH 0.5 - 8 nach AAV 17 untersucht.

7.3.5.2 Abhiingigkeit der Markierungsausbeute von der Vorliuferkonzentration

Fir die Bestimmung der Abhéngigkeit der Markierungsausbeute von der
Vorlduferkonzentration wurden HYNIC-TOCA in Konzentrationen von 212, 159, 106, 53,
26.5, 13.25, 6.63 und 3.31 nmol/10 ul, HYNIC und HYNIC-Substance P in Konzentrationen
von 106 und 26.5 nmol/10 pul eingesetzt. Die Reaktion wurde gemi3 AAV 17 durchgefiihrt.

7.3.5.3 Abhiingigkeit der Markierungsausbeute von der Reaktionstemperatur

Die Abhingigkeit der Markierungsausbeute von der Reaktionstemperatur wurde fiir
HYNIC-TOCA im gesamten Bereich zwischen 24 und 90 °C, fiir HYNIC und HYNIC-
Substance P nur bei 70 °C und 90 °C betrachtet. Dazu wurden Reaktionen nach AAV 17

angesetzt.



120 7 Experimenteller Teil

7.3.6 Bestimmung der Chemoselektivitit

Um die Reaktivitit von ['*F]JFB-CHO gegeniiber funktionellen Gruppen in/ohne
Anwesenheit von HYNIC zu testen, wurden 30 pl 50 mM KH,POy-Puffer (pH 5), 10 pl einer
['"®*F]FB-CHO-L&sung in MeCN (0.4 - 6.0 MBq) und 10 pl einer Lésung von Arg, Cys, Gln
beziehungsweise His (530 nmol/10 pul 50 mM KH,PO4 (pH 1)) zusammengegeben. Alternativ
wurden 5 pl einer Losung von Arg, Cys, Gln beziehungsweise His (530 nmol/5 pl 50 mM
KH;POs (pH 1)) mit 5 pl einer HYNIC-Losung (106 nmol/5 pl) (statt der 10 pl
Aminosdureldsung) eingesetzt. Die Reaktionsmischungen wurden 10 min bei 90 °C erhitzt,
und anschlieBend auf Eis gekiihlt. Daraufhin wurden die Reaktionsansétze kurz zentrifugiert.
Die Markierungsausbeuten und die Menge an Nebenprodukten wurden mittels Integration der

entsprechenden HPLC-Chromatogramme (24 — 35 % B in 15 min) bestimmt.

7.3.7  Herstellung und Isolierung BF_markierter Peptide im mCi-Maf3stab

HYNIC-TOCA bzw. HYNIC-TOCam (0.5 - 1.5 mg) wurde in 150 - 400 pul 0.5 mM
KH,PO4-Puffer (pH 5.0) gelost, und 50 - 150 ul ["*F]JFB-CHO-Lésung in MeCN
(50 - 180 MBq) wurden hinzugefiigt. Die Losung wurde dann 10 min auf 70 °C erhitzt. Das
Produkt wurde mittels priparativer Radio-HPLC isoliert (22 — 50 % B in 20 min). Die
Produktfraktion wurde mit Wasser auf ein Endvolumen von 20 ml verdiinnt, und das Produkt
auf einer tC,-Kartusche (Sep Pak light, Waters, Eschborn, Deutschland) fixiert. Nach dem
Waschen mit 10 ml H,O wurde das Produkt mit einem kleinstmdglichen Volumen EtOH
eluiert (50 — 200 pl). Falls erforderlich, wurde das Volumen dieser Losung unter einem

schwachen Argonstrom reduziert.
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7.4  Stabilititsuntersuchung der [*F]JFB-CH=N-HYNIC-Peptide
7.4.1  Stabilitiat der Hydrazonbindung in Abhingigkeit vom pH-Wert

Um die Stabilitdt der Hydrazonbindung in wéssrigem Medium bei verschiedenen
pH-Werten zu untersuchen, wurden 30 pl einer ['*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCam-Losung
(ethanolisches Eluat von der tC,-Kartusche) mit 90 pl eines 50 mM KH,PO4-Puffers
verdiinnt. Der pH-Wert wurde mittels einer Glas-Elektrode bestimmt und gegebenenfalls mit
0.01 N HCI1 bzw. NaOH auf pH 4.0, 5.5 bzw. 7.5 eingestellt. Die Losung wurde daraufhin bei
37 °C inkubiert. Nach 5, 90, 180 und 300 min wurden Proben entnommen und mittels Radio-
HPLC analysiert (37 % B isokratisch). Die Anteile an intaktem Tracer sowie ['*F]FB-CHO
und 4-["*F]Fluorbenzoesiure ([lgF]FBA) wurden durch Integration der korrespondierenden

HPLC-Chromatogramme bestimmt.

7.4.2  Serumstabilititsuntersuchungen

Aus der Produktfraktion der Priparation von ['"®F]FB-CH=N-HYNIC-TOCam wurden
fiir dieses Experiment die Losungsmittel im Vakuum vollstindig entfernt. Der Tracer
(480-1220 kBq) wurde in Blutserum (600 pl) wieder aufgenommen, das durch
Zentrifugation (6 min, 1350 g) einer Blutprobe in einem EDTA-R6hrchen gewonnen wurde.
Die Probe wurde 60 min bei 37 °C inkubiert und anschlieBend auf einer RP-Kartusche
(Waters, Eschborn, Deutschland) fixiert. Die Elution erfolgte mit 1 ml MeCN (0.1 % TFA
(v/v)). Zur Reduktion des Eluatvolumens wurde eine zweite Festphasenextraktion mit einer
RP-Kartusche (Strata X (33 um, 30 mg/ 1 ml; Phenomenex, Torrance, USA) durchgefiihrt.
Das Eluat wurde mit H,O verdiinnt und mittels Radio-HPLC (0-4 min 0 %, 4-10 min 20 %
und 10-30 min 20-70 % B, 1 ml Flussrate) analysiert, wobei das Eluat minutenweise
aufgefangen und im y-Counter gemessen wurde. Zusétzlich wurden 20 pl Proben vor und
nach der Extraktion sowie vor der Injektion auf die HPLC genommen und diese zur
Bilanzierung ebenfalls im y-Counter gemessen. Ebenso wurde die verbliebene Aktivitdt auf
der Kartusche bestimmt. Zur Berechnung der Gesamtausbeute wurden die enthaltenen
Aktivitditsmengen von allen Proben zueinander ins Verhdltnis gesetzt (Ausbeute =
Aktivititsmenge im Uberstand bzw. in der Injektionslosung / eingesetzte Aktivititsmenge).
Zusiatzlich wurde die Gesamtausbeute bestimmt (Gesamtausbeute = Aktivititsmenge in der

Injektionslosung / Aktivitdtsmenge im Serum).
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7.4.3  In vivo-Stabilitit und Biodistribution von ["*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCA

Das ["*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA enthaltende ethanolische Eluat der tC,-Kartusche
wurde mit PBS (3 % BSA) verdiinnt, so dass die Endkonzentration an EtOH 3 % nicht
tiberschritt. Fiir in  vivo-Stabilitdtsuntersuchungen wurden 4.5 bzw. 85 MBq
["*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA in 150 ul PBS (3 % BSA, pH 7.4) in die Schwanzvene von
"Black six"-Maiusen (n = 2) injiziert. Nach 30 min wurden die Tiere abgetdtet und die Organe
entnommen. Die Organe bzw. Teile der Organe (Leber) wurden einzeln gewogen und im
y-Counter gegen die Aktivitdtsstandards vermessen. Das gesammelte Blut wurde mit 25 pl
Natrium-Heparin vermischt. Dieses Gemisch wurde mit demselben Gesamtvolumen an
20 %igem MeCN in PBS versetzt und 5 min bei 2500 g zentrifugiert. Zur Fallung der
Proteine wurden die Uberstinde mit dem 0.8fachen Volumen an MeCN verdiinnt und 5 min
bei 12200 g zentrifugiert. Leber und Niere wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren,
mechanisch homogenisiert und in 1 ml 20 %igem MeCN in PBS gut suspendiert.
Anschliefend wurde die Suspension und 5 min bei 3800 g zentrifugiert. Zur Féllung der
Plasmaproteine wurden alle Uberstinde mit dem 0.8fachen Volumen an MeCN verdiinnt und
erneut 5 min bei 3800 g zentrifugiert. Zur Bestimmung der Extraktionseffizienz wurden von
allen Proben jeweils das Pellet und ein Aliquot des Uberstands der ersten sowie der zweiten
Zentrifugation im y-Counter gemessen und die enthaltenen Aktivitdtsmengen zueinander ins
Verhiltnis gesetzt (Extraktionseffizienz = Aktivititsmenge im Uberstand / eingesetzte
Aktivitdtsmenge). Zusétzlich wurde die Gesamt-Extraktionseffizienz bestimmt (Gesamt-
Extraktionseffizienz = Aktivititsmenge im Uberstand nach der zweiten Fillung /
Aktivitdtsmenge vor der Fdllung). Zur Quantifizierung moglicher Metabolite wurden Proben
vom Uberstand der einzelnen Organe mittels Radio-HPLC (Gradient: 1 - 20 min 22-50%,
20 - 25 min 100 % B, 4 ml/min Flussrate) analysiert.

7.5 Markierung von HYNIC-funktionalisierten Peptiden mit > Tc¢

Zu 500 pl einer EDDA-Losung (10 mg/ml in PBS, pH 7.5) wurden 10 pl der
Peptidlésung (10.6 nmol/10 pl in Wasser), 5 ul frische SnCl,*2H,0-Losung (1 mg/ml 0.1 N
HCI) und 500 pl frisch eluiertes *™TcOs (50 — 100 MBq) gegeben!'®. Dieses
Reaktionsgemisch wurde anschlieend 60 min bei RT inkubiert und dann mittels analytischer
Radio-HPLC untersucht.

[’ Tc-EDDAJHYNIC-TOCam: HPLC (22 — 42 % B in 20min): tg = 9.4 min, k' = 7.2
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7.6 Markierung von chelator-funktionalisierten Peptiden mit

["Te(OHL)3(CO)]"
7.6.1  Synthese der Re(CO);-Standards
AAYV 18: Synthese der Re(CO);-Referenzverbindungen

Das jeweilige chelatorfunktionalisierte Peptid (1 eq) wurde mit [Re(CO);Br;](NEts),
(1 eq) in MeOH gelost, und die Losung 90 - 120 min auf 60 °C erhitzt. AnschlieBend wurden
das Losungsmittel im Vakuum entfernt, das Produkt mittels analytischer HPLC

(siche Tabelle 7.3) pripariert und massenspektrometrisch identifiziert.

7.6.1.1 Gluc-Lys"([Re(C0);X]His)TOC (X = H.,O0, Br, Cl)

Gluc-Lys’(His)TOC (143 mg, 10.0 pmol) wurde nach AAV 18 mit
[Re(CO)3Br3](NEts), (7.42 mg, 10.0 umol) fiir 3 72 h bei 60 °C umgesetzt. Der Produktpeak
wurde mittels priaparativer HPLC isoliert.

MW = 1732.6 g/mol; C70HgsN;50,;S,Re
HPLC (45— 60 % C in 20min): tg = 8.9 min, k" = 6.9
m/z = 1732.6 ((M]"); 867.0 ([(M+H)/2]7).

7.6.1.2 Gluc-Lyso([Re(C0)3X]His)T OCA(X = H,0, Br, Cl)

Gluc-Lys’(His)TOCA  (15.0 mg, 10.0 pmol) wurde analog AAV 18 mit
[Re(CO)3;Br3](NEts)2 (7.5 mg, 10.0 umol) fiir 3 h bei 60 °C umgesetzt. Der Produktpeak
wurde mittels priparativer HPLC isoliert.

MW = 1746.9 g/mol; C70Hy3N502,S,Re
HPLC (45— 60 % C in 20min): tg = 10.3 min, k" = 8.1
m/z = 1746.5 (IM]"); 874.1 ([(M+H)/2]*).
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7.6.1.3 Gluc-Lys"([Re(C0);]Pic)TOCA

Zur Synthese des Standards wurde Gluc-Lys’(Pic)TOCA (20.0 mg, 13.0 pmol) mit
[Re(CO)3Br3](NEts),; (10.0 mg, 13.0 umol) nach AAV 18 3 2 h bei 60 °C umgesetzt. Der
Produktpeak wurde mittels praparativer HPLC isoliert.

MW = 1814.6 g/mol; C74HosN;4024S:Re
HPLC (45 - 60 % C in 20min): tg = 15.2 min, k" = 12.5
m/z = 1815.5 ([M+H]"); 908.5 ([(M+2H)/2]*").

7.6.1.4 [Re(CO);]His™-TOC

His"-TOC (1.1 mg, 0.75 umol) und [Re(CO);Br;](NEts), (0.56 mg, 0.75 pmol) wurden
gemidll AAV 18 fiir 3 h bei 60 °C reagieren gelassen. Der Produktpeak wurde mittels
analytischer HPLC isoliert.

MW = 1499.4 g/mol; CsoH74N13017S,Re
HPLC (45 — 60 % C in 20min): tg = 10.5 min, k" = 8.1
m/z = 1500.6 ((M+H]"); 751.0 ([(M+2H)/2]*").

7.6.1.5 [Re(CO);JHis"-TOCA

His*-TOCA (0.1 umol aus einer Stammlosung) wurde mit [Re(CO);Br;](NEty),
(0.1 pmol aus einer Stammlosung) analog AAV 18 2 h bei 60 °C umgesetzt. Der Produktpeak
wurde mittels analytischer HPLC isoliert.
MW = 1513.4 g/mol; C¢oH72N13013S,Re
HPLC (45 - 60 % C in 20min): tg = 12.0 min, k" = 9.5
m/z = 1514.6 ((M+H]"); 758.1 ([(M+2H)/2]*).

7.6.2  Synthese von [*™Tc¢(OH,)3(CO)s]*

0.1-1 ml frisch aus dem “’Mo-"""Tc-Generator eluierter Pertechnetatlosung
(185 - 1850 MBgq, kein Ersteluat) wurde mit entgaster Kochsalzlosung auf 1ml aufgefiillt und
in IsoLink-Kit gefiillt. Dieses wurde anschlieBend 20 min auf 95 °C erhitzt. Anschliefend
wurde das Gemisch mit 0.1 M HCI unter Argonatmosphére auf pH 5 - 6 angesduert, kurze

Zeit bei RT stehengelassen und dann mit 0.1 M NaOH auf pH 7.5 eingestellt.
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HPLC (0-3 min 0 % C, 3.1-9 min 25 % C, 9.1-20 min 33-100 % C; Flussrate 0.5 ml):
tg (Pertechnetat) = 3.4 min, k’(Pertechnetat) = 0.2; tg ([*™Tc(OH,)3(CO)s]") = 8.2 min,
k' ([*™Tc(OH,)3(CO):]") = 1.9; RCA [*™Tc(OH,)3(CO)s]H): 98 + 0.4 %.

7.6.3  Markierung chelatorfunktionalisierter Peptide
AAYV 19: Markierungsreaktion mit [’™Tc(OH,)3(CO)s]"

Eine Peptidlosung (Konzentration 10°-10" M) wird unter Argonatmosphire zur
[*™Tc(CO)3(H,0)3] -Losung gegeben (1/9; v/v). Diese Losung wird 30 min auf 75 bzw.
90 °C erhitzt. Markierungskontrolle sowie Ausbeutebestimmungen erfolgen mittels Radio-

HPLC (Gradient: 45 — 60 % C in 20 min, siche Tabelle 7.3).

Tabelle 7.3: Retentionszeiten und k’-Werte der °*"Tc-markierten Peptide im Radioaktivititskanal
(Gradient: 45 - 60 % C in 20 min)

Vorliufer #mTe(CO)s-Komplex Re(CO);-Komplex
tr [min] k’ tr [min] k’ tg [min] k’
Gluc-Lys’(His)TOC 3.2 1.8 9.6 7.5 8.9 6.9
Gluc-Lys'(His)TOCA | 3.3 1.9 11.0 8.7 10.3 8.1
Gluc-Lys'(Pic)TOCA | 4.6 3.1 15.7 12.9 15.2 12.5
His-TOC 3.7 23 10.9 8.5 10.5 8.1
His"- TOCA 4.4 2.8 12.5 9.9 12.0 9.5

7.6.3.1 Untersuchung der Konzentrationsabhdingigkeit

His™TOC und His*TOCA (Konzentration 10° — 102 M) wurden analog AAV 19 mit
einer frischen [99mTc(CO)3(H20)3]+—Lésung bei 75 °C umgesetzt. Die aus der Auswertung
mittels  Integration der Radio-HPLC-Chromatogramme  erhaltenen  Daten  der
Markierungsausbeuten wurden anschliefend mittels sigmoidaler Regression (SigmaPlot)

gefittet.

7.6.3.2 Untersuchung der Temperaturabhdngigkeit

His-TOC und His“TOCA (10* M) wurden analog AAV 19 mit einer frischen
[*™Tc(CO)3(H20)3] -Losung bei 90 °C umgesetzt. Die Ausbeuten wurden mittels Integration

der Radio-HPLC-Chromatogramme erhalten.
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7.6.3.3 Untersuchung der pH-Abhdingigkeit

Gluc-Lys’([*™Tc]Pic)TOCA (10° M), His-TOC und His-TOCA (10* M) wurden
analog AAV 19 mit einer frischen [*""Tc(CO)3;(H,0)3] -Losung bei 75 °C umgesetzt, wobei
der pH-Wert der Reaktionslosung auf pH 4, 5, 6, 7 bzw. 7.5 mit 0.1 M HCI bzw. 0.1 M NaOH
eingestellt wurde. Die Ausbeuten wurden mittels Integration der Radio-HPLC-

Chromatogramme erhalten.

7.6.4  Herstellung und Isolierung *’™Tc-markierter Peptide im mCi-MaBstab

Zu 360 pl einer frischen [™Tc(CO)3;(H,0)3]-Losung (500 - 1800 MBag,
siche Kapitel 7.6.2) wurden 40 pl einer 10° M Peptid-Losung in PBS gegeben, und diese
Mischung wurde 30 min bei 75 °C erhitzt. Das **"Tc-markierte Produkt wurde mittels
préaparativer Radio-HPLC (2 min 0 %, 8 min 45 % und 20 min 45 — 60 % C) isoliert. Zur
Aufkonzentration bzw. Entfernung der Losungsmittel aus der Produktfraktion wurde diese
mit 40 ml Wasser (max. 10 % MeOH) verdiinnt und das markierte Peptid auf einer Strata X
Kartusche (33 um, 30 mg/ 1 ml; Phenomenex, Torrance, USA) fixiert. Nach dem Waschen
mit 10 ml H,O, wurde das Produkt mit 70 % EtOH (1 % IN HCI) in einem kleinstmoglichen
Volumen (ca. 80 pl) eluiert und gegebenenfalls mit PBS oder anderen Losungsmitteln auf das
gewiinschte Volumen (Gesamtethanolgehalt < 5 %) verdiinnt. Die Qualititskontrolle der

fertigen Losung erfolgte mittels HPLC (Gradient 45 - 60% C in 20 min).

7.7 In vivo-Experimente mit 99mTc(CO)3-markierten Octreotidderivaten

7.7.1  Biodistributionsstudie an einem AR42J-tumortragenden Mausmodell
7.7.1.1 Tumormodell

Fiir die Biodistributionsexperimente wurden pankreatische Rattentumorzellen (AR42)J)
verwendet, die sst2 iiberexprimieren. Zur Tumorinokulation wurden die Zellen mit 1 mM
EDTA in PBS aus den Kulturflaschen geldst, zentrifugiert und in serumfreiem Medium
resuspendiert. Die Zellkonzentration in der Suspension betrug ca. 3-10° Zellen/100 pl Serum.
Je 100 pl der Suspension wurden Nacktméusen (weiblich, 6-8 Wochen, n = 5) subkutan in die
Flanke injiziert. Zehn Tage nach der Tumortransplantation hatten die Tumoren eine Masse

von 150 — 500 mg, und die Méuse wurden im Experiment eingesetzt.
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7.7.1.2  Durchfiihrung des Biodistributionsexperiments

Fiir die Biodistributionsstudien wurden 100 pl (150 - 260 kBq) der **"Tc-markierten
Peptide, die wie in Kapitel 7.6.4 beschrieben markiert wurden, in PBS (pH = 7.4) in die
Schwanzvene der AR42J-tumortragenden Nacktmause injiziert. Die Aktivitit wurde in allen
Spritzen vor und nach der Injektion bestimmt. Nach 120 min wurden die Miuse (n= 5)
abgetdtet und die Organe entnommen. Die Organe wurden anschlie3end einzeln gewogen und
im y-Counter gegen die Aktivitdtsstandards vermessen. Bei der Auswertung wurde das
Verhiltnis der Differenz der Aktivitdt in den Spritzen vor und nach der Injektion bei jeder
Maus zur selben Differenz beim Standard ermittelt. Die Counts des Standards wurden zur
Korrektur mit eben diesem Verhiltnis multipliziert. Der so erhaltene Wert ging in die weitere
Auswertung mit ein. Die Quantifizierung in den einzelnen Organen erfolgte in Prozent der
injizierten Aktivitit pro Gramm [% iD/g]. Dadurch erhilt man einen massennormierten Wert

fiir die Gewebeanreicherung.

7.7.2  y-Kamera-Aufnahmen und Biodistribution am Rattenmodell
7.7.2.1 Tumormodell

Fiir die Studie wurden pankreatische Rattentumorzellen (AR42J) verwendet, die sst2
iiberexprimieren. Fiir die Etablierung der Tumore wurde ein 2 x 2 mm AR42J-Tumorstiick
(20 Tage) von einer Nacktmaus in die Flanke einer Lewis Ratte (3-6 Wochen) transplantiert.

Nach 16 d waren drei getrennte Tumoren entwickelt.

7.7.2.2 yKamera-Aufnahmen und Biodistributionsexperiment

Gluc-Lys([*™Tc]Pic)TOCA (250 uCi in 400u] PBS-Losung, max. 2% Ethanol) wurde
in die Schwanzvene einer AR42J-tumortragenden Lewisratte injiziert. Die Ratte wurde
90 min p.i. mit einer Mischung aus Ketavet (100 mg/ml Ketaminhydrochloride, Pharmacia
Upjohn, Erlangen, Deutschland) und Rompun (2% Xylazinhydrochloride, Bayer Vital GmbH,
Leverkusen, Deutschland) narkotisiert. Die y-Kamera-Aufnahmen wurden mit einer Vertex
MCDPT4€ Kamera (ADAC Laboratories BV, Schiphol, Netherlands) (15 min, Medium-
Energy General Purpose Collimator) durchgefiihrt. Die Ratte wurde direkt auf den Kollimator
gelegt. Die dorsalen und ventralen Aufnahmen wurden nacheinander gemacht. Die Region-of-
Interest-Analyse (ROI) wurde mit einem ADAC Multiple Region Programm Pegasys-X
durchgefiihrt.
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3.5 h p.i. wurde die Ratte abgetotet und die Organe wurden entnommen, einzeln
gewogen und im y-Counter gegen die Aktivititsstandards vermessen. Bei der Auswertung
wurde das Verhiltnis der Differenz der Aktivitdt in den Spritzen vor und nach der Injektion
ermittelt. Die Counts des Standards wurden zur Korrektur mit eben diesem Verhiltnis
multipliziert. Die Quantifizierung in den einzelnen Organen erfolgte in Prozent der injizierten
Aktivitdit pro Gramm [% iD/g]. Dadurch erhdlt man einen massennormierten Wert fiir die

Gewebeanreicherung.

7.8 Patientenstudie
7.8.1 Patientendaten

Der erste Patient (minnlich, 71 Jahre) litt unter einem Karzinom des Diinndarms
(rezidiv) mit bekannten Leber-, Lymphknoten-, Herz- und Skelettmetastasen. Der zweite
Patient (weiblich, 71 Jahre) litt unter einem Karzinom mit unbekannter Lage des
Primédrtumors und extensiven Metastasen in der Leber. Beide Patienten waren einer

palliativen Entfernung der abdominalen Tumormassen unterzogen worden.

7.8.2 SPECT-Aufnahmen

Zwei Patienten wurde 114 MBq bzw. 178 MBq Gluc-Lys’([*"™Tc]Pic)TOCA in 6 ml
PBS (pH = 7.4) i.v. injiziert. y-Kameraimaging wurde mit einer Skylight Zwei-Kopf-Kamera
(ADAC Laboratories BV, Schiphol, Netherlands) unter Verwendung eines low-energy, high
resolution-Kollimators mit einem Energiefenster bei 140 keV und einer Fensterweite von
20 % durchgefiihrt. Die initiale Tracerverteilung von Gluc—LysO([99mTc]Pic)TOCA wurde
mittels dynamischen Serienaufnahmen des oberen Abdomen einschlieBlich Herz, Leber, Milz
und Nieren wihrend der ersten 45 min p.i. (5 x 607, 5 x 1207, 4 x 300” pro Aufnahme) und
anschlieBender Region-of-Interest-Analyse (ROI) mit einem ADAC Multiphase Curve
Programm ermittelt. Ganzkorperaufnahmen (dorsal und ventral) wurden jeweils 45 und
120 min p.i. durchgefiihrt. In der Zwischenzeit wurde ein SPECT (45” pro Ansicht,

60 Schritte a 3°) des oberen Abdomen aufgenommen.
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8 Anhang

Tabelle 8.1: Hydrazonstabilitit von ['*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCam und Freisetzung von ['*F]FB-CHO und
["*FIFBA bei pH 7.5, pH 5.5 und pH 4 nach 5, 90, 180 und 300 min Inkubation 37°C in 50 mM
KH,PO,4-Puffer (Daten als x+o; n=23).

Anteil [%] nach
pH-Wert
5 min 90 min 180 min 300 min
["*F]FB-CH=N-
HYNICTOCam 94.9+0.8 83.0+4.3 70.8 + 4.6 65.0+ 1.2
4.0 ['"®F]FB-CHO 2.7+05 14.0+43 26.5+4.7 30.9+1.8
['"F]FBA 0.4+0.7 0.8+1.3 0.5+0.6 1.5+22
["*F]FB-CH=N-
HYNIC.TOCam 92.7+1.3 86.0 5.0 80.0 3.0 71.7+5.0
5.5 ["*F]JFB-CHO 40+08  79+28  102+04  132+15
["*F]JFBA 1.5+05 32+1.6 65+12 9.6+2.2
["*F]FB-CH=N-
HYNICTOCam 94.0+ 1.3 92.0+2.1 90.3+0.8 87.1+1.5
75 ["*F]FB-CHO 3413 33+11 37406  57+13
["*FIFBA 0.4+0.6 21+1.1 23+05 29409

Tabelle 8.2: Biodistribution von ["*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA in Black six-Mausen (n = 2) 30 min p.i.; Daten
als x+o [% iD/g].

Organ ["*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCA
Blut 1.97+0.49
Muskel 0.29 £0.03
Lunge 2.98 +£0.28
Leber 28.25+1.89
Darm 63.39 +£3.61
Niere 5.11+£0.95
Milz 1.38+0.20
Magen 2.57+0.60
Pankreas 1.99 +£0.05
Nebenniere 2.60 + 0.04
Knochen 0.54+0.03
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Blut

Zeit [min]

Abbildung 8.1: Radio-HPLC-Chromatogramm (Gradient: 1 - 20 min 22-50%, 20 — 25 min 100 % MeCN
(0.1% TFA), 4 ml/min Fluss) der Metabolitenanalyse von ['*FJFB-CH=N-HYNIC-TOCA im
Blut in Black six-Méusen 30 min p.i. (n=2): —— Blutprobe und - Referenz
["*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCA.

Leber !

['¥F]FBA
[®F]FB-CHO

Zeit [min]

Abbildung 8.2: Radio-HPLC-Chromatogramm (Gradient: 1 - 20 min 22-50%, 20 — 25 min 100 % MeCN
(0.1% TFA), 4 ml/min Fluss) der Metabolitenanalyse von ["*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA in der
Leber in Black six-Mdusen 30 min p.i. (n=2): — Leberprobe und - Referenz
["*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCA.
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Abbildung 8.3: Radio-HPLC-Chromatogramm (Gradient: 1 - 20 min 22-50%, 20 — 25 min 100 % MeCN
(0.1% TFA), 4 ml/min Fluss) der Metabolitenanalyse von ['*F]JFB-CH=N-HYNIC-TOCA in der

Niere in Black six-Mausen 30 min p.i. (n=2): — Nierenprobe und - Referenz
["*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCA.

Tabelle 8.3: Lipophilie logPow (Pow = Octanol/Wasser-Verteilungskoeftizienten)

Pow logPow
['*F]FB-CH=N-HYNIC-TOCA 313+6.7 1.49 + 0.09
Gluc-Lys’([*’™T¢c]His)TOC 0.18 +0.01 -0.75 +0.03
Gluc-Lys’([”™Tc]His)TOCA 0.05+0.01 -1.29£0.01
Gluc-Lys’([*’™Tc]Pic)TOCA 0.02+0.01 -1.70 £ 0.02
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Tabelle 8.4:  Biodistributionsdaten von  Gluc-Lys’([*’"Tc]His)TOC, Gluc-Lys’([**"Tc]His)TOCA  und
(jluc-Lyso([99mTc]Pic)TOCA in AR42J-tumortragenden Miusen (n = 5) 120 min p.i.; Daten als
x+o [% iD/g].
Organ | Gluc-Lys'(|”™Tc]His)TOC  Gluc-Lys’([”™Tc|His)TOCA  Gluc-Lys"([*™T¢c]Pic) TOCA
Blut 3.16+0.20 2.20+0.15 0.84 +0.25
Muskel 0.33+0.03 0.23 +0.04 0.10 + 0.03
Lunge 5.14+1.15 3.11+0.84 1.68 +0.27
Leber 28.7+2.1 16.2+2.1 572+1.73
Darm 430+ 0.42 4.12+0.48 476 +0.56
Niere 189+0.9 120+1.2 7.13 £1.40
Milz 15.1+0.8 427+1.26 1.14+0.13
Magen 7.14 +0.47 149+1.8 14.1+4.5
Nebenniere 531+1.82 8.40+3.99 5.02+0.95
Pankreas 2.90+0.71 9.87+2.32 6.17+1.18
Tumor 6.92 +1.89 17.9+3.8 192+25
Hirn 0.11+0.01 0.09 + 0.00 0.10 + 0.05
Schilddriise 107 + 51 41.4+18.5 11.5+2.7

Tabelle 8.5: Tumor/Organ-Verhiltnisse von Gluc-Lys’([*™T¢]His)TOC, Gluc-Lys’([*™T¢]His)TOCA und
Gluc-Lys’([*Tc]Pic)TOCA in AR42J-tumortragenden Nacktmiusen (n = 5), 120 min p.i.;

Daten als x+ o .

Organ | Gluc-Lys'(|”™Tc]His)TOC  Gluc-Lys'(|”™Tc|His)TOCA  Gluc-Lys"(|*™T¢]Pic) TOCA
Blut 2.19+0.61 8.16 + 1.81 22.82+7.4

Muskel 34.1+6.0 78.6 +21.6 190 + 62

Lunge 1.34+0.47 5.77+1.97 11.4+24

Leber 0.24 +0.07 1.11+0.27 335+ 1.10

Darm 1.61 +0.47 435+1.05 4.02+0.71

Niere 0.41£0.14 1.49 +0.35 2.69 +0.63

Milz 0.46 +0.13 420+1.52 16.7+2.9

Magen 0.97 £0.27 1.21+0.30 1.36 +0.47
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Tabelle 8.6: Biodistributionsdaten von Gluc-Lys ([*"Tc]Pic)TOCA in einer AR42J-tumortragenden Lewis
Ratte 210 min p.i. [% iD/g] (n=1).

Organ Gluc-Lys’(]”"T¢]Pic)TOCA
Blut 0,03
Muskel 0,01
Lunge 0,13
Leber 0,16
Diinndarm 1,45
Blinddarm 0,14
Dickdarm 1,10
Darm Mittelwert 0,93
Niere 2,89
Milz 0,07
Magen 2,65
Nebenniere 12,2
Pankreas 3,68
Tumor 1 0,75
Tumor 2 1,06
Tumor 3 1,11
Tumor Mittelwert 0,97
Schilddriise 0.14
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Tabelle 8.7: Tumor/Organ-Verhiltnisse von Gluc-Lys’([*Tc]Pic)TOCA in einer AR42J-tumortragenden
Lewis Ratte 210 min p.i.; [% iD/g], (n=1).

Organ Gluc-Lys'(|”™"T¢]Pic) TOCA
Blut 29
Muskel 139
Lunge 7
Leber 6
Diinndarm <1
Blinddarm 7
Dickdarm <1
Darm gesamt 1
Niere <1
Milz 13
Magen <1
Nebenniere <1
Pankreas <1
Schilddriise 7
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