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Vorwort

Die thematischen Unterschiede der in dieser Arbeit behandelten Fragestellungen erfordern
eine Zweiteilung der Arbeit. Der erste Teill der Arbeit hat die Synthese von
rezeptorspezifischen, peptidbasierten Kontrastmitteln fiir die Magnetresonaztomographie
und die Evaluation ihrer Rezeptorspezifitait im Zellversuch zum Thema. Der zweite Teil
dieser Arbeit handelt von der Sichtbarmachung des Gentransferreagenzes Polyethylenimmin

fir die radiologischen Bildgebungsverfahren MRT und SPECT.

Bei den peptidbasierten, rezeptorspezifischen Kontrastmitteln fiir die Magnetresonanztomo-
graphie erfolgt die Bildbeeinflussung auf unterschiedlichen Wegen. Zum einen wird die
Bildbeeinflussung durch ein Gadolintum(III)-chelat und zum anderen durch einen superpara-
magnetischen Eisenoxidpartikel bewirkt. Aufgrund der unterschiedlichen Bildbeeinflussungs-

arten wurde der erste Teil der Arbeit in zwei Abschnitte gegliedert.

Zunichst werden im ersten Abschnitt die physikalischen Grundlagen der Magnetresonanz-
tomographie genauer vorgestellt. Nachdem der Autbau eines Magnetresonanztomographen
beschrieben und die Vorgange bei der Bilderzeugung in diesem erdrtert sind, werden die
verschiedenen bei der Magnetresonanztomographie zur Anwendung kommenden
Kontrastmittel naher betrachtet. Im daran anschlieBenden Kapitel zur Motivation der Arbeit
werden die Griinde fiir eine Entwicklung von rezeptorspezifischen Kontrastmitteln fiir die
Magnetresonanztomographie und die Anforderungen an diese, gefolgt von der Synthesepla-
nung vorgestellt. Vor der Beschreibung der Synthesen der verschiedenen Gastrin-DTPA-De-
rivate wird dann zum besseren Verstandnis ein Kapitel zur Festphasenpeptidsynthese einge-
schoben. Nach der Rohproduktreinigung und den Analysen der synthetisierten Kontrast-
mittel werden diese in Zellversuchen hinsichtlich ihrer spezifischen Bindung an den Gastrin-
rezeptor untersucht. Als Abschluss des ersten Abschnitts der Arbeit werden die Ergebnisse

vorgestellt und zusammengefasst.

Der zweite Abschnitt iiber die Synthese eines rezeptorspezifischen, peptidbasierten Kontrast-
mittels fiir die Magnetresonanztomographie mit superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln
als bildbeeinflussender Komponente beginnt mit einem allgemeinen Kapitel tiber superpara-

magnetische Eisenoxidpartikel, in dem die Terminologie, der Partikelautbau und die



Partikeleigenschaften von superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln, sowie die typischen ap-
plizierten Dosen und ihr Bioabbau vorgestellt werden. AnschlieBend werden die Arten der
Bildbeeinflussung im MRT durch diese Partikel vorgestellt. Nach einem kurzen Kapitel tber
die verwendeten superparamagnetischen Eisenoxidpartikel AMI-25 wird der Syntheseplan
erlautert. Im Experimentellen Teil dieses Abschnitts werden die einzelnen Syntheseschritte
und die Bindungsversuche mit CCK/2-Zellen genauer beschrieben. Den Abschluss dieses

Abschnitts bilden die Zusammenfassung und die Vorstellung der Ergebnisse.

Der zweite Teil der Arbeit, tber die Sichtbarmachung des Gentransferreagenzes
Polyethylenimmins (PEI) fir die radiologischen Bildgebungsverfahren SPECT und PET,
beginnt mit der Vorstellung der Gentherapie. Im Anschluss werden die Ziele dieses Teils der
Arbeit erlautert und die Chemie des Gentransferreagenzes Polyethlenimmin naher
betrachtet. Der folgende experimentelle Teil beginnt mit allgemeinen Betrachtungen zur
Synthese der PEI-DTPA-Derivate und wird mit der Beschreibung der Synthese dieser
fortgesetzt. Die UV/Vis-Analysen, die radioaktiven Probemarkierungen und die Ermittlung
der maximalen Indium(III)-Aufname der PEI-DTPA-Derivate werden im Kapitel Analysen
des Experimentellen Teils beschrieben. Den Abschluss des zweiten Teils der Arbeit bildet die

Vorstellung der Ergebnisse und eine Zusammenfassung.

Auf den ersten Blick bestehen zwischen den Teilen der Arbeit keine thematischen Gemein-
samkeiten. Betrachtet man die Themen jedoch genauer, sind viele Gemeinsamkeiten zu
erkennen. So wird sowohl bei der Sichtbarmachung des Polyethylenimmins fir radiologische
Bildgebungsverfahren als auch bei der Synthese des rezeptorspezifischen, peptibasierten
Kontrastmittels fiir die Magnetresonanztomographie auf die Diethylentriaminpentaessigsaure
(DTPA) als Chelator fiir die bilderzeugenden bzw. bildbeeinflussenden Metallionen zurtick-
gegriffen. Bei Beiden wird der Chelator durch die gleiche chemische Reaktion an das Peptid

beziehungsweise an das Gentransferreagenz angeknupft.

Die Verwendung des radioaktiven Isotops Indium-111 bei den analytischen Untersuchungen
stellt eine weitere Gemeinsamkeit aller Teile der Arbeit dar. Nach der Anknupfung des
Chelators an das Polyethylenimmin wird seine maximale Indiumaufnahme durch Komplex-
ierung mit radioaktiv (In-111) getracertem Indium(III)-chlorid, anschlieBende chromatogra-

phische Trennung und betaspektrometrische Messung ermittelt. Zur Uberpriifung der



Rezeptorspezifitat der synthetisierten Kontrastmittel fir die Magnetresonanztomographie
werden die Kontrastmittel fir die Zellversuche und die Bindungsstudien mit Indium-111

radioaktiv markiert.

Die groite Gemeinsamkeit der verschiedenen Teile dieser Arbeit besteht ohne Frage in deren
Ziel, sowohl die Kontrastmittel als auch das Gentransferreagenz fiir die Magnetresonanz-
tomographie sichtbar zu machen. Beim Gentransferreagenz Polyethylenimmin erfolgt dieses
nach der Anknipfung des Chelators DTPA durch Markierung mit dem paramagnetischen
dreiwertigen Metallion Gadolinium (Gd**). Der gleiche Weg wird beim ersten peptid-
basierten, rezeptorspezifischen Kontrastmittel fiir die Magnetresonanztomographie be-
schritten. Auch hier wird das Peptid (Minigastrin) mit dem Chelator DTPA versehen und
anschlieBend mit Gadolinium(IIT) (Gd™) markiert. Beim zweiten Kontrastmittel wird die
Sichtbarkeit 1m MRT durch die Anknipfung eines superparamagnetischen

Eisenoxidpartikels erreicht.
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1 Einleitung

Die Magnetresonanztomograpie (MRT) hat sich in den letzten Jahren zu einem enorm
leistungsstarken Bildgebungsverfahren fir die medizinische Diagnostik und die biomedizi-
nische Forschung entwickelt. Urspriinglich fiir die anatomische Bildgebung entwickelt ist die
Magnetresonanztomographie heute in der Lage zusatzlich auch Informationen tiber den phy-
siochemischen Zustand von Geweben und die Funktion von Organen zu liefern. Die
exzellente Bildqualitat der Magnetresonanztomographie fithrte in den Anfangsjahren in der
medizinischen Bildgebung zu der Ansicht, dass eine Verwendung von Kontrastmitteln, wie
sie in der etwa zeitgleich eingefiihrten Computertomographie (CT) zur Anwendung kommen,

nicht notig sei [1, Merbach] [2, Krause].

Die fortschreitende Verbreitung der Magnetresonanztomographie fithrte schlieSlich doch zur
Einfithrung von Kontrastmitteln, die den Patienten mit der Zielsetzung verabreicht werden,
den Kontrast zwischen ,,normalem”, gesundem Gewebe und pathologischem Gewebe zu
erhohen, den Blutfluss abzubilden oder Organfunktionen zu tberprifen. Heute sind
Kontrastmittel bei der Magnetresonanztomographie weitverbreitet und werden fir etwa 30%

aller MRT-Untersuchungen genutzt.

Das erste und lange Zeit einzige zur Verfugung stehende MRT-Kontrastmittel war ein Gado-
lintum-Chelat, das Gd**-DTPA (Diethylentriaminpentaessigsaure). Dieser Kontrastmittel-
klassiker, der sich in der extrazellularen Flissigkeit verteilt und tiber die Nieren ausgeschieden
wird, fand so weit verbreitete Verwendung, dass ,,Gadolinium” zum Synonym fir MRT-
Kontrastmittel wurde. Die Entwicklung der MRT-Kontrastmittel schreitet stetig voran: sie
begann mit dem ionischen D'TPA, fihrte tiber nichtionische Vebindungen, von den offenket-

tigen Chelatoren zu makrozyklischen Substanzen.

Nachdem sich die Kontrastmittel als wichtige Hilfsmittel fir die statische Bildgebung durch-
gesetzt hatten, stellte sich heraus, dass sie auch fir die Untersuchung von funktionellen Zu-
sammenhangen, wie zum Beispiel der Funktion des GefaB3systems oder des Herzens, geeignet
sind. Die Chemie und das Design neuer gewebe- und organspezifischer Kontrastmittel und
thre Anwendungen ist ein auBlerst aktives und aktuelles Gebiet der Forschung und wird in
den folgenden Jahren zu einem noch umfassenderen Einsatz von Kontrastmitteln in der

Magnetresonanztomographie fithren.



Teil Ia Einleitung

Im folgenden Kapitel werden die physikalischen Grundlagen der Magnetresonanztomogra-
phie vorgestellt. Hierbei wird sowohl auf die Theorie der Kernresonanz und die Relaxations-
prozesse als auch auf den allgemeinem Aufbau eines MRT-Scanners und die Bilderzeugung

eingegangen. AnschlieBend folgt ein Kapitel iber MR T-Kontrastmittel.
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1.1 MRT - Physikalische Grundlagen

1924 wurde von W. Pauli eine Theorie vorgestellt, in der er vorschlug, dass bestimmte Atom-
kerne einen Spin und ein magnetisches Moment besitzen. Die Eigenschaften wiirden, wenn
man diese Atomkerne einem magnetischen Feld aussetzt, zur Aufspaltung in verschiedene

Energieniveaus fithren.

1946 gelang Bloch (Stanford) und Purcell (Harvard) unabhangig voneinander der Beweis,
dass Atomkerne in einem starken Magnetfeld ihre Energieniveaus aufspalten, und dass in
Folge der Aufspaltung ihrer Energieniveaus elektromagnetische Strahlung absorbiert werden

kann. Sie erhielten fiir thre Arbeit 1952 gemeinsam den Nobelpreis.

1.1.1 Theorie der Kernresonanz

Atomkerne rotieren um ihre eigene Achse und haben daher einen Spin. Diese rotierenden
Kerne besitzen einen Drehimpuls p, welcher gequantelt ist und nur ein halb- oder ganzzah-
liges Vielfaches von h/27 annehmen kann (h - Planck-Konstante). Die maximale Anzahl der
Spinkomponenten, der Werte fir den Drehimpuls, ist abhiangig von der Spinquantenzahl I
des Kerns. Es gibt (2I+1) diskrete Zustinde mit den Werten I, I-1, I-2, ..., -I. Ohne ein
aulleres Magnetfeld sind alle diese Zustande energiegleich. Der fir die Magnetresonanztomo-
graphie entscheidende Wasserstoffkern 'H, das Proton, hat eine Spinquantenzahl von % und

demzufolge die Spinzustinde | = +% und | = —% [3, Skoog].

Aufgrund seiner Ladung erzeugt ein rotierender Kern ein magnetisches Feld. Sein magne-
tisches Moment u orientiert sich entlang der Drehachse und ist proportional zum Drehimpuls

p. Es gilt:
m=7y-p

Wobei die Proportionalititskonstante y, das gyromagnetische Verhaltnis, von Kernart zu
Kernart verschieden ist. Die Beziehung zwischen dem Kernspin und dem magnetischen Mo-

ment fihrt zu den folgenden beobachtbaren, magnetischen Quantenzustanden m:

m=1L1-11-2..,-

Das Proton ('H) besitzt zwei magnetischen Quantenzustinde m = +% und m = —%.
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1.1.2 Energieniveaus im magnetischen Feld

Das magnetische Moment m eines Kerns mit der Spinquantenzahl % richtet sich in einem
aulleren Magnetfeld mit der Flussdichte B [T] parallel oder antiparallel zu diesem aus (siehe

Abbildung 1). Fir die potentielle Energie dieser Orientierungen gilt:

E:_m',u'BO

Demzufolge gilt fiir den Energieunterschied (AE) der beiden Orientierungen:

_r-h 2-h J
AE = 4-%80_[_4'7180
_r-h
AE = o Bo
Energien
o4
Q) ohne Feld mit Magnetfeld
© 1
- m=—3
= »h
E_s =47Bo
— 7
h
0+ AE=1Bg
A 4 -h
E.. =—2Bg
m=+5

Abbildung 1: Energieniveaus eines Atomkerns
mit einer Spinquantenzahl von %
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Durch das Einstrahlen von elektromagnetischer Strahlung der Frequenz v kann der energie-
armere Energiezustand in den energiereicheren tiberfiihrt werden, wenn die Energie gerade
AFE entspricht (Resonanzbedingung). Umgekehrt wird beim Ubergang vom energiereicheren

zum energiearmeren Zustand eine Energie vom Betrag AE mit der Frequenz 1, emittiert.

AEZh-VO
-h-B
R
_2-Bo
Vo="2n

Die Frequenz w, die fiir eine Anderung der Orientierung nétig ist, hingt folglich nur von der

Starke des aufleren Magnetfelds und dem betrachteten Kern ab.

1.1.3 Spinverteilung auf die magnetischen Quantenzustande

Ohne ein duBeres Magnetfeld sind alle magnetischen Quantenzustande energiegleich, es gibt
also gleich viele Protonen mit den magnetischen QQuantenzustanden m =+% und m :—%.
Wird ein auBleres Magnetfeld angelegt, sind die magnetischen Quantenzustinde nicht langer
energiegleich; es erfolgt die parallele oder antiparallele Ausrichtung der Spins. Der energie-
armere magnetische Quantenzustand, der parallel zum Magnetfeld orientierte Spin, sollte

hierbei bevorzugt besetzt werden. Wie grof3 der tatsachliche Besetzungsunterschied zwischen

den beiden Energieniveaus ist, lasst sich mit der Boltzmann-Gleichung,

N, 1
= AE)
gl E
N, 1 P kT
mit N:—%, Proton im angeregten Zustand, N:+%, Proton im Grundzustand, der

Boltzman-Konstante k (1,38-1072 J- K1), der absoluten Temperatur T und der Energie-

differenz AE, berechnen. Einsetzen der Energiedifferenz ergibt:

o7 ie)
N P27k T

Die beispielhafte Berechnung des Besetzungsverhaltnisses fir eine Temperatur von 37°C

(310 K, Korpertemperatur) und einer magnetischen Feldstarke von 2 Tesla ergibt:
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Npos ( 2,68-108-6,63-1034-2j
N _: P 2-7-1,38-102-310
2
N __ 1
Nm‘ 2 _0,999987
m=+%

Die Beispielrechnung zeigt, dass bei 1.000.000 Protonen im Grundzustand sich 999.987
Protonen im angeregten Zustand befinden. Diese 13 Protonen konnen zur Signalerzeugung

Verwendung finden.

Die Erweiterung der Gleichung zu einer Maclaurin-Reihe und der Abbruch der Reihenent-

wicklung nach dem zweiten Therm

der Gleichung zeigt, dass die relative Zahl der iiberschiissigen Protonen im Grundzustand
linear von der Magnetfeldstarke abhangt. Je hoher das aulere Magnetfeld ist, desto groBer ist
der Besetzungsunterschied zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand und um so gro-

Ber ist auch das erzeugbare Signal.

1.1.4 Verhalten des Atomkerns im Magnetfeld

Ein Atomkern, der ein magnetisches Moment besitzt, rotiert in einem Magnetfeld schnell.
Sein magnetisches Moment bewegt sich hierbei auf einer Kreisbahn um die Langsachse des

Magnetfeldes, es prazidiert oder prazessiert (siche Abbildung 2).
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L

-
....
________

S magnetischer

Dipol

rotierender
~ Kern

Abbildung 2: Prazession eines rotierenden

Atomkerns im Magnetfeld

Fir die Kreisfrequenz ay dieser Bewegung gilt:

wo=7-Bo

Teilt man die Kreisfrequenz durch 27z, so kann sie in die Prdzessionsfrequenz uy

(Lamorfrequenz) umgewandelt werden. Es gilt:

=775

Die Lamorfrequenz ist identisch mit der Frequenz der absorbierten Strahlung, also dem

Energieunterschied zwischen Grund- und angeregtem Zustand.

1.1.5 Die NMR Absorption

Fir die potentielle Energie eines prazidierenden Atomkerns im Magnetfeld gilt:

E=_,UZ'BO
E=—u-Bg-cosv
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Absorbiert der Kern nun Energie, muss sich der Winkel der Prazession v dndern. Fir einen
Kern mit der Spinquantenzahl %, wie dem Proton, kann man sich diesen Prozess
folgendermallen vorstellen: die Absorption bewirkt eine Umkehr des in Feldrichtung orien-
tierten magnetischen Moments (siche Abbildung 3). Die Riickkehr des magnetischen Mo-
ments aus dem angeregten in den Grundzustand kann unter Emission von elektromagnetisch-

er Strahlung erfolgen.

A
B()

Absorption

_

Emission

m=+1/2

Abbildung 3: Modell der Strahlungsabsorption

eines rotierenden Atomkerns

1.1.6 NMR Relaxationsprozesse

Wie bereits gezeigt wurde, konnen Atomkerne elektromagnetische Strahlung geeigneter Fre-
quenz absorbieren. Sie sind hierzu in der Lage, da sich immer ein kleiner Uberschuss von
Atomkernen im Grundzustand befindet (sieche Beispielrechnung). Hat der Atomkern Strah-
lung absorbiert und befindet sich im angeregten Zustand, ist er bestrebt, mehr oder weniger

schnell in den Grundzustand zurtickzukehren, zu Relaxieren.

Der Relaxationsprozess, d.h. die spontane Emission von Strahlung der Frequenz, die der
Energiedifferenz zwischen Angeregtem- und Grundzustand entspricht (Fluoreszenz), spielt
bei der Kernresonanz eine untergeordnete Rolle und findet praktisch nicht statt. Dieses
Phanomen lasst sich mit Hilfe der Strahlungstheorie erklaren. Laut Strahlungstheorie sinkt
die Wahrscheinlichkeit der spontanen Reemission eines Photons mit der dritten Potenz der

Frequenz, so dass bei dem verwendeten hochfrequenten Anregungspuls dieser Prozess hochst
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unwahrscheinlich ist. Spontane Emission findet bei der Kernresonanz also nicht statt, die

Relaxation verlduft strahlungslos.

Zwei verschiedene strahlungslose Relaxationsprozesse werden bei der Kernresonanz beo-
bachtet, zum einen die Spin-Gitter- oder longitudinale Relaxation, zum andern die

Spin-Spin- oder transversale Relaxation.

1.1.6.1 Spin-Gitter-Relaxation

Jeder Atomkern ist von vielen anderen Atomkernen, dem Gitter, umgeben. Unabhingig
davon ob es sich bei dem betrachteten Gitter um einen Festkorper, eine Fliissigkeit oder ein
Gas handelt, schwingen und rotieren die Atomkerne. Dieses fithrt zur Ausbildung eines
komplexen Feldes in der Umgebung eines jeden Atomkerns. Das Feld besteht aus einem
Kontinuum von magnetischen Komponenten, von denen einige der Frequenz und der Phase
der Prazessionsfrequenz des betrachteten Atomkerns entsprechen. Die daraus resultierende
Wechselwirkung versetzt den Atomkern vom hoheren in den niederen Energiezustand. Im
Zuge dieser Wechselwirkung findet eine minimale Temperaturerhohung im betrachteten

Korper statt.

Die Spin-Gitter-Relaxation ist ein Prozess erster Ordnung und wird durch die Zeitkonstante
T, charakterisiert. T, ist hierbei ein MalB fiir die durchschnittliche Lebensdauer des
Atomkerns im hoheren, angeregtem Energiezustand. Die Zeitkonstante ist abhingig vom
gyromagnetischen Verhéltnis des Atomkerns und wird auBerdem stark durch die
Beweglichkeit des Gitters beeinflusst. In kristallinen Festkorpern oder hochviskosen
Flussigkeiten ist die Beweglichkeit des Gitters klein und somit ist T, groB3. Eine Erhéhung der
Temperatur verursacht stirkere Schwingungen innerhalb des Gitters und fihrt zu einer
Verkiirzung von T,. Die Anwesenheit von Elementen mit ungepaarten Elektronen verkiirzt
die Spin-Gitter-Relaxationszeit erheblich, da diese Elemente aufgrund ihres Spins stark

fluktuierende Magnetfelder erzeugen.

1.1.6.2 Spin-Spin-Relaxation

Mehrere andere sich tberlagernde Prozesse verkiirzen zusitzlich die Relaxationszeit und
werden durch die Spin-Spin-Relaxationszeit Ty beschrieben. Die Spin-Spin-Relaxation wird

durch die Wechselwirkung benachbarter Atomkerne mit gleicher Prazessionsgeschwindigkeit,
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aber unterschiedlicher magnetischer Quantenzustinde verursacht. Die Wechselwirkung
zwischen diesen Atomkernen fithrt zu einem Austausch der Quantenzustinde zwischen
diesen Atomkernen. Dies bedeutet, dass ein Atomkern im unteren Spinzustand angeregt
wird, wahrend ein anderer angeregter Atomkern in den unteren Spinzustand relaxiert.
Hieraus resultiert zwar keine makroskopische Veranderung der Spinzustande, aber die
durchschnittliche Lebensdauer des einzelnen Atomkerns im angeregten Zustand wird

verkurzt.

1.1.7 Impulsanregung

Fir die folgenden Betrachtungen ist es hilfreich ein kartesisches Koordinatensystem
einzufithren, bei dem die Magnetfeldlinien des dulleres Magnetfelds By entlang der z-Achse
verlaufen (siche Abbildung 4a). In diesem Fall rotieren die magnetischen Momente von
Kernen der Spinquantenzahl m = +% mit der Lamorfrequenz @y um die z-Achse. Aufgrund
des zuvor beschriebenen Besetzungsunterschieds zwischen den beiden Energieniveaus der
Atomkerne resultiert ein magnetisches Gesamtmoment M entlang der z-Achse. Stellt man
sich fiir die nachfolgenden Betrachtungen das Koordinatensystem nicht fixiert vor, sondern
lasst es um seine z-Achse rotieren, erscheinen die Vektoren der magnetischen Momente

statisch in ithren Positionen fixiert.

Abbildung 4b zeigt das magnetische Gesamtmoment entlang der z-Achse zum Zeitpunkt
eines Hochfrequenzpulses entlang der x-Achse, dessen magnetisches Feld mit B, bezeichnet
wird. Hierbei erscheinen B, und M im um die z-Achse rotierenden Koordinatensystem
statisch in Richtung der x-Achse bzw. im rechten Winkel zu ihr. Der Vektor der
Gesamtmagnetisierung erfahrt durch den Hochfrequenzpuls ein Drehmoment und wird aus

der z-Richtung ausgelenkt.
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Abbildung 4: Verhalten der magnetische Momente bei 90° Impuls

In der Abbildung 4c und d wird gezeigt, wie der Vektor der Gesamtmagnetisierung durch das
resultierende Drehmoment um die x-Achse gedreht wird. Das Ausmall der Rotation ist

hierbei abhangig von der Dauer des Hochfrequenzpulses und ist definiert durch

a=V'B]_'T

mit dem Rotationswinkel a in rad. Die Impulsdauer wird tblicherweise so gewahlt, dass der

Winkel a =90° entspricht. Die Zeit, die hierfur notig ist, betriagt etwa 1 bis 10 ps.

Nach dem Puls beginnt, wie in Abbildung 4e gezeigt, die Relaxation der magnetischen
Momente zur Gleichgewichtsverteilung. Wie bereits erwahnt, sind im wesentlichen zwei
voneinander unabhangige Prozesse fur die Relaxation verantwortlich, die auf der
Spin-Gitter- und der Spin-Spin-Wechselwirkung beruhen. Abbildung 4e zeigt, dass die
Relaxation im Wesentlichen die Abnahme des magnetischen Moments entlang der y-Achse

und die Zunahme magnetischen Moments entlang der z-Achse bewirkt.
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Abbildung 5: Kernrelaxationsprozesse

Abbildung 5 zeigt die beiden Relaxationsprozesse im Detail, jetzt wieder im statischen

Koordinatensystem. Bei der Spin-Gitter-Relaxation nimmt die Magnetisierung entlang der
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z-Achse solange zu, bis der in Abbildung 4a gezeigte Ausgangszustand wieder erreicht ist. Bei
der Spin-Spin-Relaxation tauschen die Kerne untereinander Energie aus, wodurch die Spins
sich unterschiedlich schnell bewegen, einige schneller andere langsamer als die
Lamorfrequenz. Hierdurch fachern sich die Spins, wie in Abbildung 5 rechts, in der
xy-Ebene auf. Diese Aufficherung fihrt im Endeffekt zur Abnahme des magnetischen

Moments entlang der y-Achse auf Null.

Da keine Restkomponente des magnetischen Moments in der xy-Ebene verbleiben kann,
wenn die Relaxation entlang der z-Achse abgeschlossen ist, muss T2 < T sein, das heil3t die

Spin-Spin-Relaxation verlauft schneller als die Spin-Gitter-Relaxation.
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1.2 MRT - Aufbau und Bilderzeugung

Ein Magnetresonanztomograph besteht im wesentlichen aus einem groBen, meist
supraleitenden Elektromagnet, in dessen Inneren mehrere Sende- und Empfangsspulen
angeordnet sind. In der Regel steht der MRT-Scanner in einem vollstandig gegen

elektromagnetische Strahlung abgeschirmten Raum, einem Faradayschen Kifig.

Die Bilderzeugung lauft im wesentlichen in drei Schritten ab. Im ersten Schritt werden die
Protonenspins im zu untersuchenden Kérper durch das von dem Elektromagneten erzeugte
homogene Magnetfeld von 1 bis 7 Tesla ausgerichtet. AnschlieBend werden im zweiten
Schritt der Bilderzeugung die Spins der Protonen durch kurze, gezielte, hochfrequente Pulse
aus 1hrer Gleichgewichtsanordnung ausgelenkt. Nach Beendigung des Anregungspulses
beginnen die Spins zu Relaxieren und kehren in ihre Gleichgewichtsposition zurtick. Die
ortsaufgeloste Detektion der hierbei ausgesandten Radiowellen stellt den dritten Schritt der

Bilderzeugung da.

Der hier beschriebene Ablauf der Bilderzeugung bei der Magnetresonanztomographie stellt
natiirlich nur eine grobe Vereinfachung der Vorgange dar, die zur Bilderzeugung von statten
gehen. In der Praxis kommen komplizierte Pulssequenzen zur Anwendung, deren
Beschreibung fur die vorliegende Arbeit zu weit reichen wiirde. Zum Abschluss sei nur noch
erwahnt, dass bei der Bilderzeugung verschiedene abgestufte Magnetfelder (Gradientenfelder)
in allen drei Raumrichtungen zur Anwendung kommen, mit deren Hilfe die Signale

einzelnen Volumenelementen, den Voxeln, zugeordnet werden konnen.
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1.3 MRT - Kontrastmittel

Kontrasterhohende Substanzen, die sogenannten Kontrastmittel, sind ein unverzichtbarer
Bestandteil der Magnetresonanztomographie. Im Folgenden werden die verschiedenen

MRT-Kontrastmittel genauer vorgestellt.

1.3.1 Unterscheidung der MRT-Kontrastmittel

Die Kontrastmittel werden nach ihren magnetischen Eigenschaften, ihrer Bioverteilung und

der Art ihrer Bildbeeinflussung unterschieden (siche Abbildung 6).

Unterscheidung
durch
| |
magn. Eigenschaften Bioverteilung Bildbeeinflussung
Paramacnetisch Extrazellulare Flissigkeit positiv
aramagnetise (Plasma, Lymphe) (T -Verkiirzung)
Suberparamacnetisch Intravascular negativ
HPCTparamaghetse (Blutpool) (T,-Verkiirzung)
Gewebe-/Organ-
spezifisch

Abbildung 6: Unterscheidung der MRT-Kontrastmittel

Alle in der Magnetresonanztomographie verwendeten Kontrastmittel wirken durch die
Verkiirzung der T, und/oder T, Relaxationszeiten des Zielgewebes und werden deshalb
entweder als T'j- oder Ty-Kontrastmittel bezeichnet. Diese Einteilung ist abhangig davon, ob
die Verkiirzung der Relaxationszeit, die vom Kontrastmittel verursacht wird, groBer fir die
longitudinale (T)) oder die transversale Relaxationszeit (Ty) ist. Die Fahigkeit des
Kontrastmittels die T, oder Ty, Relaxationszeit zu verkurzen wird durch die Relaxivitaten r;

und ry beschrieben. Auf die Relaxivitiaten wird spater noch detaillierter eingegangen.
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1.3.2 Magnetische Eigenschaften der MRT - Kontrastmittel

1.3.2.1 Paramagnetische Kontrastmittel

Metallionen mit ungepaarten Elektronen sind paramagnetisch und haben folglich ein
magnetisches Moment. Auch organische Radikale sind aufgrund ihres ungepaarten Valenz-
elektrons paramagnetisch. In wassrigen Losungen kommt es zu Wechselwirkungen zwischen
den magnetischen Momenten der paramagnetischen Metallionen und den wesentlich
kleineren magnetischen Momenten der benachbarten Protonen des Wassers. Veranderungen
bei diesen Wechselwirkungen durch die Bewegung der Molekiile fithrt zur Reduzierung der
T, und T, Relaxationszeiten der Wasserprotonen. Dreiwertige Gadoliniumionen (Gd**) und
zweiwertige Manganionen (Mn®*) sind aufgrund der Fiille ihrer ungepaarten Elektronen
(Elektonenkonfiguration siche Abbildung 7) vielgenutzte Kontrastmittel in der Magnetreso-

nanztomographie.

Gd™" = [Xe]| 4f 5d" 65’
Mn" = [Ar] 3d” 4s"

Abbildung 7: Elektronenkonfiguration

Wegen ihrer relativ hohen Toxizitat und ihrer unerwiinschten Bioverteilung konnen freie
paramagnetische Metallionen nicht als MRT-Kontrastmittel verwendet werden. Bindet man
die Metallionen jedoch an einen organischen Liganden, wie zum Beispiel Diethylentriamin-
pentaesigsaure (DTPA), lasst sich eine bessere Bioverteilung und geringere Toxizitat errei-

chen. Gadolinium- und Mangan-Chelate sind weit verbreitete MR T-Kontrastmittel.

1.3.2.2 Superparamagnetische Kontrastmittel

5 bis 200 nm groBe Eisenoxidpartikel mit tausenden von magnetischen Eisenionen haben
superparamagnetische Eigenschaften. Sie lassen sich wie ein Ferromagnet stark magnetisie-
ren, weisen aber nach abschalten des Magnetfeldes keine Restmagnetisierung mehr auf. Es
werden zwel Klassen von superparamagnetischen Kontrastmitteln der KristallgroBe nach
unterschieden: Superparamagnetic Ironoxide (SPIO) mit Durchmessern iiber 50 nm und

Ultra Small Superparamagnetic Ironoxide (USPIO) mit Durchmessern kleiner als 50 nm. Die
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Molekiile eines superparamagnetischen Kontrastmittels besitzen im statischen Magnetfeld ein
permanentes magnetisches Moment, das viel grofer ist als das eines einzelnen Gd-Chelat

Molekiils.

1.3.3 Bioverteilung der MR T-Kontrastmittel

MRT-Kontrastmittel werden anhand ihrer Verteilungsraume im Korper in Unterschiedliche
Klassen eingeteilt. Diese Kontrastmittelklassen werden in den folgenden Abschnitten etwas

genauer vorgestellt.

1.3.3.1 Extrazelluldre Flissigkeitskontrastmittel

Kontrastmittel die sich in der extrazellularen Flussigkeit (engl.: extracellular fluid, ECF)
vertellen werden oft als Extrazellulare Fflissigkeitskontrastmittel bezeichnet. Solche
Kontrastmittel gehen sehr schnell vom Blut ins Intersitium, die Halbwertzeit betragt etwa

t1 =5min. Sie werden mit einer Halbwertzeit von t 1= 80 min tber die Niere ausgeschieden.
2

ECF-Kontrastmittel finden beispielsweise bei der Detektion von Hirnschiden Anwendung,
denn nur beim Vorhandensein dieser kann die Blut-Hirn-Schranke von diesen
Kontrastmitteln passiert werden. Bei der Angiographie konnen diese Kontrastmittel auch zur
Anwendung kommen, wenn die Messung sehr schnell nach der Injektion des Kontrastmittels
erfolgt. ECF-Kontrastmittel sind hauptsachlich Gadolinium-Chelate z.B. Gd-DTPA
(Magnevist®) und Gd-DOTA (Dotarem®).

1.3.3.2 Blut-Pool-Kontrastmittel

Eine relativ neue Klasse von Kontrastmitteln sind die in erster Linie fiir die Angiographie
entwickelten Blut-Pool-Kontrastmittel. Diese Kontrastmittelart ist viel grofler als die zuvor
erwahnten Kontrastmittel fir die extrazellulire Flussigkeit. Die GroBe  der
Blut-Pool-Kontrastmittel verhindert den Ubertritt des Kontrastmittels vom Blut ins
Interstitium. Die hieraus resultierende, im Vergleich zu den zuvor betrachteten ECF-Kon-
trastmitteln, langere Verweilzeit des Kontrastmittels im Blut 6ffnet ein groBeres Bildfenster
fir die Angiographie. Als Blut-Pool-Kontrastmittel finden sowohl USPIO-Partikel als auch
Gadolinium-Chelate, die auf wasserloslichen Makromolekiilen, wie zum Beispiel Proteinen

oder Polymeren, basieren, Verwendung.
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1.3.3.3 Organ-/Gewebespezifische Kontrastmittel

Organ-/Gewebespezifische Kontrastmittel sind definiert als Kontrastmittel, die selektiv von
einer Zellenart aufgenommen werden oder an diese Binden. Diese Kontrastmittel reichern
sich also in Organen an, die diese Zellen oder Zielstrukturen enthalten. Von diesen speziellen
Kontrastmitteln abgesehen sind alle MRT-Kontrastmittel selektiv fiir das Organ tiber das sie
Ausgeschieden werden. So reichern sich Mn-DPDP (Mn-N,N’-dipyridoxyl-ethylene-
diamine-N,N’-diacetate-5,5"-bis(phosphate) oder Gd-EOB-DTPA (Gd-Etoxybenzyl-di-
ethylene-triamine-pentaacetic acid, FEovist®) beispielsweise in der Leber an. FEine
Kontrasterhohung im Darm kann durch spezielle Darmkontrastmittel, erreicht werden, die

oral verabreicht werden.

Rezeptorspezifische Kontrastmittel, wie sie seit Langem in der nuklearmedizinischen
Diagnostik zur Anwendung kommen sind bei der Magnetresonanztomographie noch nicht

bekannt oder kommen erst in préaklinischen Studien zur Anwendung.

1.3.4 Grundprinzipien der MRT-Kontrastmittel

MRT-Kontrastmittel beeinflussen die Relaxation der Protonenspins auf verschiedene

Weisen. Die unterschiedlichen Relaxationsprozesse werden im folgenden naher vorgestellt.

1.3.4.1 Inner- und Outer-Sphere Relaxation

Wie bereits erwahnt wird die Relaxation der Protonen des Wassers vom Kontrastmittel durch
zeitabhangige Wechselwirkungen zwischen den magnetischen Momenten der paramagne-
tischen Ionen und den magnetischen Momenten der Wasser-Protonen verursacht. Kontrast-
mittel fur die Magnetresonanztomographie kann man sich also als eine Art Katalysator
vorstellen, der die Relaxationsraten Rl(: T%) und Rz(: T%) der Gewebe-Protonen steigert.
Die Effizienz der Verkirzung der Relaxationszeiten ist definiert durch die Relaxivitaten r,

und 1y des Kontrastmittels:

furry, Ry =ri[KM]+R1_gewebe
furry, Ry =r[KM] + R2_Gewebe
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Wobei [KM] die Konzentration des Kontrastmittels in mmol/L ist. Folglich haben r; und 1,
die Dimension m-M-1s1 M= mTOI) Die GroBen ry, 1o, Ri_gewebe und Ry gewene hangen sowohl
von der Temperatur als auch von der Stirke des Magnetfeldes ab. Fir
Gd-ECF-Kontrastmittel werden fur r; und r, bei 0,5 T und 37°C die folgenden Werte

ri=4,0m-M31s? r, =4,7m-M-1s7 beobachtet, wenn in Wasser gemessen wird.

Die Beeinflussung der Relaxation der Protonen durch ein Kontrastmittel erfordert, dass die
Protonen in direktem Kontakt mit dem Kontrastmittel stehen. Fur paramagnetische
Kontrastmittel mit kleinen Molekulargewichten beruht die Bildbeeinflussung zur Halfte auf
dem sogenannten inner sphere effect, bei dem ein Wasser-Molekil in der inneren
Koordinationssphare des paramagnetischen Ions bindet und stindig durch andere
Wasser-Molekiile des umgebenden Wassers ersetzt wird. Zur anderen Hélfte wird die
Bildbeeinflussung durch Wasser-Molekiile verursacht, die in der auBeren Koordinations-
sphéare des paramagnetischen Ions diffundieren (outer sphere relaxation). Der outer sphere
Relaxations-Mechanismus ist entscheidend verantwortlich fur die Relaxivitit von
superparamagnetischen Partikeln. Ein wichtiges Ergebnis der outer sphere Theorie ist, dass
das Verhiltnis von ry/r; sich mit steigender PartikelgroB3e erhoht, und dass kleinere Partikel

viel bessere T'-verkiirzende Kontrastmittel sind als groBe.

1.3.4.2 Suszeptibilitats induzierte Relaxation

Bei jeder Kontrastmittelart konnen Langstreckenwechselwirkungen eine Ursache fiir T, oder
T," Relaxation sein. Dieser Mechanismus der Relaxation hiangt mit der Magnetisierung des
Kontrastmittels zusammen und wird gewohnlich als Suszeptibilitits induzierte Relaxation
bezeichnet. Im Magnetfeld richten sich die magnetischen Momente des paramagnetischen
Metallions entlang des selben aus. Ist das Kontrastmittel in einem abgeschlossenen Raum,
wie zum Beispiel den Kupfter-Zellen oder einem Gefdl3, so fungiert dieser abgeschlossene
Bereich als sekunddres Kontrastmittel. Fir Wasser-Protonen auBlerhalb  dieses
abgeschlossenen Bereichs stellt das sekundare Kontrastmittel eine groBe magnetische Masse

dar. Die benachbarten Wasserprotonen relaxieren nach dem Outer-Sphere-Mechanismus.

Die GroBenordnung der Langstrecken T,/ Ty "-Relaxation hiangt von den folgenden Faktoren
ab:

* magnetisches Moment und lokale Konzentration des Kontrastmittels
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* GroBe und Geometrie des abgeschlossenen Kontrastmittelbereichs
* Diffusionskonstante des Wassers

* Art der Bilderzeugungssequenz

Superparamagnetische  Kontrastmittel werden aufgrund ihres 1m Vergleich zu
perp g g g

paramagnetischen Kontrastmitteln groBen magnetischen Moments viel stairker magnetisiert
(Faktor 1000). Demzufolge erzeugen superparamagnetische Kontrastmittel einen gréBeren

Langstrecken-Ty/ Ty -Effekt als paramagnetische Kontrastmittel.

Ob ein Kontrastmittel als T)- oder T,-Kontrastmittel fungiert ist eine Funktion der
Bildgebungssequenz, der Feldstarke, der Korrelationszeit, der Grofle der Kontrastmittel und

der Art und Weise, wie das Kontrastmittel im Korper verteilt wird.
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1.4 Motivation der Arbeit

Im vorhergehenden Kapitel tiber die Magnetresonanztomographie wurde erwahnt, dass die
Magnetresonanztomographie in der Lage ist, sowohl morphologische als auch funktionelle
Informationen in hervorragender Bildqualitit zu liefern. Ein groBer Nachteil der
Magnetresonanztomographie im Vergleich zu andern medizinischen Bildgebungsverfahren
ist das Fehlen von rezeptorspezifischen Kontrastmitteln. In der nuklearmedizinischen
Bildgebung bei der Einzelphotonen-Emmission-Tomographie (engl. single-photon-em-
mission-computed-tomography, SPECT) und bei der Positronen-Emissions-Tomographie
(PET) sind organ-/gewebespezifische Radiopharmaka seit langem ein unverzichtbarer

Bestandteil [4, Anderson] [5, Behr].

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Synthese eines rezeptorspezifischen
MRT-Kontrastmittels auf Basis eines bekannten SPECT-Radiopharmakons. Im Anschluss
an die Synthese wird die Rezeptorspezifitit des MRT-Kontrastmittels im Zellversuch

evaluiert.

1.4.1 Warum rezeptorspezifische MRT-Kontrastmittel?

Ein rezeptorspezifisches MRT-Kontrastmittel eroffnet eine grofe Zahl von Vorteilen
gegentiber den heute genutzten medizinischen Bildgebungsverfahren fur die spezifische
Bildgebung. Wie bereits erwahnt ist die nuklearmedizinische Bildgebung in der Lage, durch
Radiopharmaka Organe oder Gewebe spezifisch abzubilden. Hierbei werden aber im
Vergleich zur MRT keine morphologischen Daten erzeugt, die die raumliche Zuordnung der
Befunde erleichtern wirden. Zur Umgehung dieses Mangels ist die Kombination
verschiedener Bildgebungsverfahren notig, zum Beispiel PET und CT (Computertomogra-
phie). Die Kombination zweier Bildgebungsverfahren bedingt entweder zwei zeitaufwendige
Untersuchungen oder die Entwicklung von Gerdten, die in der Lage sind, beide
Untersuchungen parallel durchzufihren. Hat man nun ein rezeptorspezifisches

MRT-Kontrastmittel erfolgt die Akquisition dieser Bilddaten innerhalb einer Untersuchung.

Ein weiterer Vorteil der Magnetresonanztomograpie gegeniiber den anderen radiologischen
Bildgebungsverfahren ist die Abwesenheit von ionisiernder Strahlung. Der Patient wird also
wahrend der Untersuchung keiner zusatzlichen Belastung durch Rontgen- oder Gamma-

strahlung ausgesetzt.
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Die hohere Auflésung der erzeugten Bilder im Vergleich zu den nuklearmedizinischen
Bildgebungsverfahren, bei dann gleichem oder besserem Informationsgehalt der Bilder, stellt
einen weiteren Vorteil der magnetresonaztomographischen Bildgebung mit rezeptorspezi-
fischen Kontrastmitteln dar. Bei den nuklearmedizinischen Bildgebungsverfahren SPECT
und PET betragt die Auflésung momentan 0,5 bis 1,2 cm. Eine Verbesserung der Auflésung
ist bei der PET aufgrund der physikalischen Eigenschaften des Positrons nicht moglich. Mit
speziell fiir Kleintiere entwickelten SPECT-Kammeras werden heute Auflésungen von 0,8 bis
1,2 mm erreicht, dies ist aber durch eine signifikante Erh6hung der Messzeit erkauft. Fir die
routienemafige Anwendung kommen diese Systeme auch aufgrund ihres enormen Preises
nicht in Frage. Mit der Magnetresonanztomographie lassen sich bereits heute Auflésungen

von unter einem Millimeter erreichen.

1.4.2 Anforderungen an das rezeptorspezifische MRT-Kontrastmittel

Das MRT-Kontrastmittel soll spezifisch an dem von vielen Tumoren, wie zum Beispiel dem
Kleinzelligen Lungenkrebs oder dem Meduldren Schildriisenkrebs, tberexpremierten
Gastrinrezeptor (Somatostatin Rezeptor) binden. In der nuklearmedizinischen Diagnostik
wird zu diesem Zweck beispielsweise das mit Indium-111 markierte Minigastrin-DTPA

verwendet (siche Abbildung 8).

N/\
o
OY\Q N/\VNH-Glu—Glu—Glu—Glu—Glu—Glu—Ala—Tyr—Gly—Trp—Met—Asp—Phe
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Abbildung 8: In-111-Minigastrin-DTPA
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Abbildung 9 : Minigastrin

Die Nutzbarmachung dieses Pharmakons fir die Magnetresonanztomographie erfordert
einige Anderungen an der chemischen Struktur. Ein bloBer Wechsel des dreiwertigen
Metallions von In** auf Gd™ ist nicht ausreichend, da fiir ausreichende Signalstirke bei der

MRT wesentlich mehr ,,Metall” nétig ist als bet der SPECT. Die iibliche Dosis fiir das
weitverbreitete OctreoScan® (Mallinckrodt Inc., siche Abbildung 10) wird mit 185 MBq
In-111 fir SPECT angegeben, das entspricht einer Menge von 1,54:10" mol/kg
(Standardmensch 70 kg), wihrend fiir das MRT-Kontrastmittel Omniscan” (Amesham
Health Inc., siche Abbildung 11) eine Dosis von 0,1-10° mol/kg empfohlen wird. Der
Quotient der Metallkonzentration bei diesen beiden Pharmaka betragt zirka 65-10° (65

Millionen). Eine Modifikation des Minigastrin-DTPA mit dem Ziel der Erhohung des

Metallanteils pro Molekdil ist erforderlich.
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Abbildung 11: Omniscan’

1.4.3 Syntheseplanung

Die Steigerung der an die rezeptorspezifische Einheit, dem Minigastrin, gebundenen
Metallmenge soll in dieser Arbeit tiber die Erhéhung der Anzahl der Chelatorgruppen, dem
DTPA, pro Minigastrin realisiert werden. Im Minigastrin-DTPA ist das DTPA tber eine
seiner finf Carbonsauregruppen mit einer peptidischen Amidbindung an das N-terminale
Ende des Minigastrins (siche Abbildung 9) gebunden. Da im Minigastrin keine weiteren
NH,-Gruppen vorhanden sind und an der Grundstruktur des Minigastrins keine
Veranderungen vorgenommen werden konnen, ohne dass die Rezeptorspezifitat des
Minigastrins gestort wird, muss ein anderer Weg zur Anknupfung weiterer DTPA-Gruppen
eingeschlagen werden. Um weitere NH,-Gruppen, tiber die die Bindung zum DTPA erfolgen
kann, an das Minigastrin zu bekommen, wird die Aminosaure Lysin (siche Abbildung 12) als

Linker an das N-terminale Ende des Minigastrins angekntpft.
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OH

NH,

Abbildung 12: Lysin

Die zwei Aminogruppen des Lysin-Linkers bieten nun die Moglichkeit, zwei D'TPA-Gruppen
kovalent an das Minigastrin zu binden. Belasst man es nicht bei einem Lysin-Linker, sondern
figt zwei weitere Lysin-Molekiile an, so kann man bereits vier DTPA-Chelatoren an ein
Minigastrin  binden. Im Verlauf dieser Arbeit ist die Synthese von vier dieser
Minigastrin-DTPA-Derivate mit dendrimerartig verzweigtem Lysinlinker beabsichtigt. Es
werden Minigastrin-D'TPA-Derivate mit zwei, vier, acht und sechzehn Chelatorgruppen
synthetisiert, die im folgenden als Ast-1, Ast-2, Ast-3 und Ast-4 bezeichnet werden (siche
Tabelle 1). Die Bezeichnung als Ast wurde aufgrund der dendrimerartigen Verzweigungen

des Lysinlinkers gewahlt.

Bezeichnung des Zahl der Zahl der
Minigastrin-D'TPA-Derivats | Lysin-Linker | DTPA-Gruppen
Ast-1 1 2
Ast-2 3 4
Ast-3 7 8
Ast-4 15 16

Tabelle 1: Bezeichnung der Minigastrin-D'TPA-Derivate

Das Minigastrin-DTPA-Derivat Ast-4 weist im Vergleich zur Ausgangssubstanz eine um den
Faktor 16 erhohte Chelatormenge auf und ist somit in der Lage, die sechzenfache
Metallmenge pro Molekil aufzunehmen. Dieses entspricht zwar lange noch nicht dem oben
genannten Unterschied in der Metallmenge von SPECT-Radiopharmakon und
MRT-Kontrastmittel, ist aber durchaus schon eine betrachtliche Steigerung, wenn man
bedenkt, dass sich durch die Zeitbegrenzung, aufgrund des radioaktiven Zerfalls des Metalls,
keine hundertprozentige Markierung aller Chelatorgruppen des Radiopharmakons erreichen
lasst. Deshalb wird das Radiopharmakon bewusst in groBem Uberschuss verwendet um
sicherzustellen, dass alles radioaktive Metall komplexiert wird. Somit sind bei weitem nicht
alle Minigastrin-DTPA-Molekiile, die dem Patienten injiziert werden, radioaktiv markiert

und viele Rezeptoren werden von diesen unmarkierten Molekiilen blockiert (sieche Tabelle 2).
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Empfohlene Mengen Stoffmenge N
In-111 185 MBq 6,48-10"
DTPA-Octreotide 10 pg 4,26 10"

Tabelle 2: Stoffmengenvergleich In-111 DTPA-Octreotide

Bei der Komplexbildung des MRT-Kontrastmittels spielt die Zeit keine entscheidende Rolle
und es konnen alle Chelator-Gruppen nahezu vollstaindig mit Metallionen versehen werden.
Die Ausnutzung aller Chelatorgruppen bringt bei dem in Tabelle 2 gezeigten Beispiel eine
Metallmengenerhohung um den Faktor 65. Auch eine anschlieBende Abtrennung von
unkomplexierten Metallionen ist problemlos moglich, da das Metall nicht radioaktiv ist und
somit nicht zerfillt. Beim MRT-Kontrastmittel konnen also alle Rezeptoren fir die
Bildgebung genutzt werden und die Kontrastmitteldichte ist im Vergleich zum
SPECT-Radiopharmakon erheblich groBer. Die hohere Kontrastmitteldichte —sollte
theoretisch eine ausreichende Steigerung der Signalintensitiat bewirken und die eigentlich zu

geringe Metallmenge ausgleichen.

Die Synthese des spezifisch an den Gastrinrezeptor bindenden MRT-Kontrastmittels soll in
dieser Arbeit auf dem Wege der Festphasenpeptidsynthese (engl. solid phase peptide
synthesis, SPPS) ausgehend von einem an ein Harz gebundenes Minigastrin erreicht werden.
Die Vorteile und das allgemeine Vorgehen bei der Festphasenpeptidsynthese werden in
einem gesonderten Kapitel dieser Arbeit genauer betrachtet (siche Kapitel:

Festphasenpeptidsynthese, SPPS).

Im Anschluss an die Synthese und die chromatographische Reinigung, mittels Hochleistungs-
flussigkeitschromatographie (engl. high performance liquid chromatography, HPLC), der vier
verschiedenen Minigastrin-DTPA-Derivate wird ihre Bindung an den Gastrinrezeptor im
Zellversuch evaluiert. Es werden gastrinrezeptorexpremierende Zellen verwendet und die

Minigastrin-D'TPA-Derivate werden hierzu radioaktiv mit In-111 markiert.

26



Teil Ia Einleitung

1.5 Festphasenpeptidsynthese, SPPS

Die Festphasenpeptidsynthese ist ein einfaches Verfahren zur Synthese von Peptiden
basierend auf der wechselnden Zugabe von a-amino oder seitenkettengeschiitzten

Aminosauren zu unloslichen, polymeren Supportern, dem Harz (engl. resin) (sieche Abbildung

13) [6, White].

d
|

N-SG—NH—CH—C—O0H 4 Linker—Harz

Ankntipfen an Linker

Lo
N-SG NH—(|:H—C—O—Linker—Harz
N-SG -> a-Amino-Schutzgruppe Entschiitzen der  -SG
S-SG -> Seitenkettenschutzgruppe Aminogruppe
R, O NH
NHZ—(llH—C—O—Linker—Harz Ro—
(6]
NH
| | Kuppeln ‘
R, O R, O aktivierende Gruppe
N—SG—NH—(|:H—L|—NH—(|3H—C|2—O—Linker—Harz
n mal Entschiitzen
| | | und Kuppeln
Ry, O R, O R, O
N—SG—NH—(llH—lcl || (|: ||

NH—CH—C—fNH—CH—C——0O—-Linker—Harz
n-1

Ablosen

R, R, O R,

(0]
|l ||l

NH—CH—C—NH—CH—C—O0H

O—0

NH;—CH—

n-1

Abbildung 13: Allgemeines SPPS Schema
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Bei der SPPS wird die Boc-Schutzgruppe (saure Abspaltung) oder die Fmoc-Schutzgruppe
(basische Abspaltung) zum Schutz der a.-Aminogruppe genutzt. Nach dem Entschiitzen wird
die nachste geschiitzte Aminosaure addiert, entweder mit Hilfe eines Kupplungsreagenzes
oder als aktiviertes, geschiitztes Aminosaurederivat. Das resultierende Peptid ist an seinem
C-terminalen Ende tber einen Linker an das Harz gebunden und kann abhidngig von dem
Linker entweder als Amid oder als Saure vom Harz gelost werden. Die Seitenkettenschutz-
gruppen werden oftmals so gewahlt, dass sie im gleichen Arbeitsschritt, in dem die Ablosung

des Peptids vom Harz erfolgt, entschiitzt werden.

Das Entschiitzen der Boc-Schutzgruppe (Tertiar-Butyloxycarbonyl, siche Abbildung 14) wird
durch die Zugabe von Trifluoressigsaure (I'FA) erreicht, das der Fmoc-Schutzgruppe
(9-Fluorenylmethoxycarbonyl) durch Piperidin.

. $
JL XCHB
R
SN o)

CHs o
)\ /R
O NH
tert.-Butyloxycarbonyl 9-Fluorenylmethoxycarbonyl
Boc Fmoc

Abbildung 14: Schutzgruppen

Dichlormethan (DCM) und Dimethylformamid (DMF) sind bei der Festphasenpeptidsynthese
die iiblichen Losungsmittel zum Entschiitzen, Waschen und Kuppeln. Die Peptidsynthese
kann bei der SPPS auf zwei unterschiedlichen Wegen von statten gehen, im Batch-Mode
oder im Continuous-Flow. Beim Batch-Mode befindet sich das Peptid-Harz in einem
Filterreaktionsgefal und die Reagenzien werden manuell hinzugegeben und entfernt. Bei der
zweiten Methode befindet sich das Harz in einer Saule und sowohl die Losungsmittel als auch

die Reagenzien werden kontinuierlich durch diese Saule gepumpt.
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Das endgitiltige Losen vom Harz und die gleichzeitige Entfernung der Seitengruppenschutz-
gruppen erfordert bei der Boc-Variante starke Sdauren, wie zum Beispiel Fluorwasserstoffsau-
re (HF) oder Trifluormethansulfonsaure (TFMSA), und Triflouressigsaure (TFA) bei der

Fmoc-Variante.

Die Fmoc-Strategie der SPPS wurde entwickelt um die Nachteile der Boc-Variante zu umge-
hen. So ist zum Entfernen der Boc-Schutzgruppe TFA von Néten, das bei sensiblen Peptid-
bindungen zu Veranderungen fiihren kann. Desweiteren besteht bei der Verwendung von
TFA die Moglichkeit von sdurekatalysierten Nebenreaktionen, wihrend bei der Fmoc-
Variante nur mildes, basisches Piperidin zum Entschiitzen erforderlich ist und TFA nur bei
der finalen Ablosung des Peptids vom Harz gebraucht wird. Ein weiterer Nachteil der
Boc-Variante besteht in der Verwendung von Fluorwasserstoffsaure zum Ablosen des
Peptids, die zum einen sehr gefahrlich ist und zum anderen spezielles Laborequipment

erfordert.

1.5.1 Allgemeine Standardvorgehensweise SPPS

Der folgende Abschnitt der Arbeit gibt einen kurzen Einblick in die Arbeitsablaufe bei der
Festphasenpeptidsynthese. Die Kupplung der Aminosiuren, die verwendeten Losungsmittel

und die Reaktionskontrolle werden genauer vorgestellt.

1.5.1.1 Kupplung

Die effiziente Bildung einer Peptidbindung zwischen einer N-a-geschiitzten Aminosdure und
einer an der Carboxylgruppe geschiitzten Aminosaure erfordert die chemische Aktivierung
der Carboxylgruppe der N-a-geschiitzten Aminosaure, da es sonst nicht zur Kniipfung einer
peptidischen Amidbindung zwischen diesen beiden Aminosauren kommt. Vielmehr bilden sie
in einer raschen Saure/Base-Reaktion ein Ammoniumcarboxylat. Die aktivierende Gruppe
oder die Aktivierungsreaktion sollte sorgfiltig gewiahlt werden, um zum einen hohe
chemische Ausbeuten zu erreichen und zum anderen unbeabsichtigte Nebenreaktionen, wie

zum Beispiel Stereoisomerisierung, zu vermeiden.

Bei der SPPS gibt es verschiedene Aktivierungstechniken, die zur stufenweisen Einfithrung

von N-a-geschiitzten Aminosauren verwendet werden:
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* (Carbodiimide
*  Symmetrische Anhydride
* Aktivester

* Andere Kupplungsreagenzien zur in situ Aktvierung

Carbodiimide sind in der SPPS die gebrauchlichsten Reagenzien zur in situ Aktivierung. Im
Verlauf dieser Arbeit wurde Dicyclohexylcarbodiimid (DCC, siehe Abbildung 15), das
populédrste Carbodiimid, verwendet. Die zusdtzliche Gabe von N-Hydroxybenzotriazol
(HOBE, siehe Abbildung 15) zur Aktivierungslosung vermeidet ungewollte Dehydrierung und
wirkt zusatzlich als Katalysator (sieche Abbildung 16) [8, Briickner].

N
HO—_ ' X\
N—/C——=N N \N
Dicyclohexylcarbodiimid Hydroxybenzotriazol
DCC HOBt

Abbildung 15: Kupplungsreagenzien
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Abbildung 16: Aktivierung einer Carbonsaure mit DCC

N
OYO\N/ i o)
H-N—R R
R, + Hy 2 1 \

N —
HO—_ "\, NH—R;

Abbildung 17: Kniipfung einer Peptibindung

1.5.2 Loésungsmittel

Das in dieser Arbeit zur Festphasenpeptidsynthese verwendete Losungsmittel ist ein Gemisch

aus gleichen Teilen Dimethylformamid (DMF) und Dichlormethan. Bei der Verwendung von

DMEF zur SPPS ist darauf zu achten, dass es frei von Aminen ist, die die Fmoc-Schutzgruppe

der zugefiigten N—o-geschtitzten Aminosaure entfernen konnen. In diesem Fall kann es so zu
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ungewollten Nebenreaktionen kommen, da die zugefigte Aminosaure nun auch eine freie
Aminogruppe hat. Die Aminfreiheit des DMFs kann durch fraktionierte Destillation im

Hochvakuum sichergestellt werden.

1.5.3 Reaktionskontrolle

Bei der Festphasenpeptidsynthese bedient man sich zur Reaktionskontrolle einfacher
Farbreaktionen. Der gebrauchlichste Test zur Ermittlung der Vollstindigkeit der
Aminosaurekupplung nach jedem Reaktionsschritt der Festphasenpeptidsynthese wurde von

E. Kaiser entwickelt [7,Kaiser].

Um die Bildung von unvollstindigen Peptidketten bei der Festphasenpeptidsynthese zu
vermeiden, missen die  terminalen = Aminogruppen = vollstindig =~ mit dem
N-a-amino-geschtitzten Aminosaurederivat gekuppelt sein. Bleiben freie Aminogruppen
zurtick, muss die Kupplungsreaktion wiederholt werden. Deshalb ist die Entdeckung von
unreagierten, terminalen Aminogruppen bei der kontrollierten Synthese von Peptiden mit der

Festphasenmethode von entscheidender Bedeutung.

Der Kaisertest ist ein schneller und sensitiver Farbtest mit der Fahigkeit zu bestimmen, ob
mehr als 99% der terminalen Aminogruppen reagiert haben. Der Test basiert auf der
Reaktion von Ninhydrin mit kleinen Proben des Peptidharzes und zeigt beim Vorhandensein

von freien Aminogruppen einer typische dunkelblaue Farbung (siche Abbildung 18).
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Abbildung 18: Kaiser-Test
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2  Experimenteller Teil

2.1 Synthese der Gastrin-DTPA-Derivate

Folgende Gastrin-DTPA-Derivate (sieche Tabelle 3) wurden mittels Festphasenpeptidsynthese

synthetisiert.

Name »Struktur”

Ast-1 Gastrin-Lys-D'TPA,
Ast-2 Gastrin-Lys;-D'TPA,
Ast-3 Gastrin-Lys;-DTPA,
Ast-4 Gastrin-Lys ;5-D'TPA 6

Tabelle 3: Synthetisierte
Die Synthese fiir das Minigastrin-DTPA-Derivat Ast-1 lief nach dem folgenden Schema ab.

1. Harz-Gastrin und Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH Kopplung
Kaisertest
Entschtitzen

Harz-Gastrin-Lys-(NH,), mit D'TPA-Koppeln

or ok 0

Gatrin-DTPA-Derivat vom Harz losen

Um die anderen drei Gastrin-DTPA-Derivate (Ast-2 bis Ast-4) zu synthetisieren, wurden die

Schritte 1 bis 3 entsprechend oft wiederholt.
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2.1.1 Synthese Ast-1 (Gastrin-Lys-D'TPA,)

DCC, HOBt
Harz-Peptid + Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH » Harz-Peptid-Fmoc-Lys-(Fmoc)
DMF, CH,CI,

DMF
Harz-Peptid-Fmoc-Lys-(Fmoc) > Harz-Peptid-Lys-(NH,)-NH,
Piperidin

Harz-Peptid-Lys-(NH,)-NH, HOBt
+ 2 DTPA-DA DMF, DIPEA

» Harz-Peptid-Lys-D'TPA,

TFA, TIS
Harz-Peptid-Lys-(DTPA), > Harz + Peptid-Lys-DTPA,
H,O

Abbildung 17: Schematischer Syntheseweg Ast-1

Bei dieser Synthese wurde von 10107 g Harz ausgegangen, was einer Gastrinmenge von

510 mol entspricht.

Zunichst wurden 5 Aquivalente (eq, 2,5 10° mol, 14,77 mg) Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH und 5 eq
(3,38 mg) HOBt in 1,0 mL. DMF/CH,Cl, (1:1) gelost. Zur Losung wurden 5 eq DCC
(5,16 mg) gegeben und anschlieBend wurde 10 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Die
Losung wurde dann zum Harz gegeben und das Reaktionsgemisch wurde 2 h bei
Raumtemperatur geschiittelt. Da der nach zweimaligem Waschen mit 500 pl. EtOH
durchgefiithrte Kaisertest noch freie Aminogruppen zeigte, wurde die Reaktion mit weiteren

5 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und DCC wiederholt. Der im Anschluss an diese

Wiederholung durchgefiihrte Kaisertest zeigte keine freien Aminogruppen mehr.

Zum Entschiitzen der Fmoc-geschiitzten Aminogruppen wurden 400 pL. DMF und 100 pL
Piperidin zum Harz gegeben und 3 min geschiittelt. Der zur Kontrolle durchgefiihrte
Kaisertest zeigte keine Aminogruppen, so dass das Entschiitzen zweimal in gleicher Weise
und einmal tber Nacht wiederholt wurde. Der anschlieBende Kaisertest zeigte freie

Aminogruppen.

Zum Harz in 500 u. DMF und 200 pL. DIPEA wurden nun 2 x 5 eq D'TPA-DA (17,87 mg)
gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur geschiittelt. Nachdem mit 500 pL. DMF und
200 pL. DIPEA gewaschen wurde, zeigte ein Kaisertest freie Aminogruppen. Die Reaktion
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wurde daraufhin zwei mal wiederholt. Da der Kaisertest immer noch freie Aminogruppen
nachwies, wurde die Reaktion mit 31,6 mg DTPA-DA und etwas (Spatelspitze) HOBt mit
verlangerter Reaktionszeit (iber Nacht) wiederholt. Der folgende Kaisertest zeigte keine

freien Aminogruppen mehr.

Mit 1000 pLL TFA, 50 pl HoO und 20 pl TIS wurde anschlieBend tiber Nacht geschiittelt, um
das synthetisierte Minigastrin-D'TPA-Derivat vom Harz zu 16sen. Die Reaktionslosung wurde
dann tber eine Fritte in eiskalten Diethylether filtriert und der Filterriickstand wurde mit
etwas TFA gewaschen. In dem Diethylether zeigte sich das Minigastrin-DTPA-Derivat als
weiler, schleimiger Niederschlag. Das Reaktionsprodukt wurde finf mal mit Diethylether
gewaschen, um TFA-Reste zu entfernen. Nachdem das Minigastrin-DTPA-Derivat (Ast-1)

bei Raumtemperatur getrocknet worden war, wurde es im Kuhlschrank bei 4 °C gelagert.
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2.1.2 Synthese Ast-2 (Gastrin-Lys-(Lys-DTPA),

DCC, HOBt
Harz-Peptid + Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH > Harz-Peptid-Fmoc-Lys-(Fmoc)
DMYF, CH,CI,
DMF
Harz-Peptid-Fmoc-Lys-(Fmoc) > Harz-Peptid-Lys-(NH,)-NH,
Piperidin

Harz-Peptid-Lys-(NH,)-NH, ~ DCC, HOBt

> Harz-Peptid-Lys-(Fmoc-Lys-(Fmoc))2
+ 2 Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH DMF, CH,CI,

DMF

Harz-Peptid-Lys-(Fmoc-Lys-(Fmoc)), » Harz-Peptid-Lys-(Lys-(NH,)-NH,),

Piperidin
Harz-Peptid-Lys-(Lys-(NH,)-NH,) HOBt

e > Harz-Peptid-Lys-(Lys-DTPA,),
+4 DTPA-DA DMF, DIPEA
TFA, TIS
Harz-Peptid-Lys-(Lys-(DTPA),), > Harz + Peptid-Lys-(Lys-DTPA,),
H,O
2

Abbildung 18: Schematischer Syntheseweg Ast-2

Bei dieser Synthese zum Aufbau von Ast-2 wurde von 510 mol Gastrin (9,9 mg Harz)

ausgegangen.

Zuniachst wurden 5 eq (15,2 mg) Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH und 5 eq (4,2 mg) HOBt in 1,0 mL
DMF/CH,Cl, (1:1) gelost. Zur Losung wurden 5 eq DCC (5,7 mg) gegeben und
anschliefend 10 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Losung wurde dann zum Harz
gegeben und das Reaktionsgemisch 2 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Da der
durchgefithrte Kaisertest noch freie Aminogruppen zeigte, wurde die Reaktion mit weiteren
5 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und DCC wiederholt. Der im Anschluss durchgefiihrte
Kaisertest zeigte freie Aminogruppen. Nach einer weiteren Wiederholung waren keine

Aminogruppen mehr nachweisbar.

Zum Entschiitzen der Fmoc-geschiitzten Aminogruppen wurden 400 pL. DMF und 100 pL
Piperidin zum Harz gegeben und 2 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Das Entschiitzen
wurde zweimal in gleicher Weise wiederholt. Der anschlieBende Kaisertest zeigte

Aminogruppen, so dass mit dem Aufbau des zweiten Astes begonnen wurde.

37



Teil Ia Experimenteller Teil

Hierzu wurden 10 eq (29,7 mg) Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, 10 eq (6,7 mg) HOBt und 10 eq
(12,3 mg) DCC 3 h bei Raumtemperatur in 1,0 mL DMF/CH,Cl, (1:1) geschiittelt. Der

anschlieBende Kaisertest zeigte keine freien Aminogruppen.

Zum Entschiitzen der Fmoc-geschiitzen Aminogruppen wurde 1 h mit 400 pL. DMF und
100 pL Piperidin bei Raumtemperatur geschiittelt und danach mit 1,0 mL DMF gewaschen.
Der nach dreimaliger Wiederholung des Entschiitzens durchgefiihrte Kaisertest zeigte freie

Aminogruppen.

Zum Harz in 750 p. DMF und 300 pL. DIPEA wurden eine Spatelspitze HOBt und 20 eq
DTPA-DA (41,2 mg) gegeben und 48 h bei Raumtemperatur geschtttelt, um das DTPA an
das Grundgerist von Ast-2 zu koppeln. Nachdem mit 750 pl. DMF und 300 pl. DIPEA
gewaschen, mit der gleichen Menge 2 h bei Raumtemperatur geschiittelt und anschlieBend
mit 750 pl EtOH gewaschen wurde, zeigte ein Kaisertest keine freien Aminogruppen mehr.
Mit 1800 pLL TFA, 200 pl HyO und 50 pl TIS wurde anschlieBend 12 h bei Raumtemperatur
geschiittelt, um das synthetisierte Minigastrin-DTPA-Derivat vom Harz zu lésen. Nach
Zugabe weiterer 200 pl. TIS wurde weitere 1,5 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die
Reaktionslosung wurde dann iiber eine Fritte in eiskalten Diethylether filtriert und der
Filterriickstand wurde mit etwas TFA gewaschen. In dem Diethylether zeigte sich das
Minigastrin-DTPA-Derivat als weiler, schleimiger Niederschlag. Das Reaktionsprodukt
wurde funf mal mit Diethylether gewaschen, um TFA-Reste zu entfernen. Nachdem das
Minigastrin-DTPA-Derivat (Ast-2) bei RT getrocknet worden war, wurde es im Kiihlschrank
bei 4 °C gelagert.
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2.1.3 Synthese Ast-3 (Gastrin-Lys;-DTPA)

DCC, HOBt

Harz-Peptid + Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH Harz-Peptid-Fmoc-Lys-(Fmoc)

DMF, CH,Cl,
DMF

Harz-Peptid-Fmoc-Lys-(Fmoc) Harz-Peptid-Lys-(NH,)-NH,

Piperidin
Harz-Peptid-Lys-(NH,)-NH, =~ DCC, HOBt

—— > Harz-Peptid-Lys-(Fmoc-Lys-(Fmoc)),
+ 2 Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH DMF, CH,Cl,

DMF

Harz-Peptid-Lys-(Fmoc-Lys-(Fmoc Harz-Peptid-Lys-(Lys-(NH,)-NH.,).
p y y 9 P ys-(Ly 9 2)2

Piperidin

Harz-Peptid-Lys-(Lys-(NH,)-NH,), DCC, HOBt
——— > Harz-Peptid-Lys,-(Fmoc-Lys-(Fmoc)),

+ 4 Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH DMF, CGH,Cl,
DMF

Harz-Peptid-Lys,-(Fmoc-Lys-(Fmoc)), ———————— Harz-Peptid-Lys,-(Lys-(NH,)-NH,),

Piperidin
Harz-Peptid-Lys,-(Lys-(NH,)-NH,), HOBt

\ Harz-Peptid-Lys-(Lys-D'TPA,),
+ 8 DTPA-DA DMF, DIPEA
TFA, TIS

Harz-Peptid-Lys-(Lys-(DTPA),), Harz + Peptid-Lys-(Lys-DTPA,),

H,0

Abbildung 19: Schematischer Syntheseweg Ast-3

Bei dieser Synthese zum Aufbau von Ast-3 wurde von 1,24 -10” mol Gastrin (24,86 mg Harz)
ausgegangen. Zunichst wurden 5 eq (36,7 mg) Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH und 5 eq (8,4 mg)
HOBt in 2,0 mL. DMF/CH,Cl, (1:1) gelost. Zur Losung wurden 5 eq DCC (12,8 mg)
gegeben und anschlieBend wurde 10 min bei Raumtemperatur geschtttelt. Die Losung
wurde dann zum Harz gegeben und das Reaktionsgemisch 2 h bei Raumtemperatur
geschiittelt. Das Harz wurde im Anschluss mit EtOH gewaschen und die Reaktion zwei
weitere Male mit je 10 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und DCC wiederholt. Da der dann
durchgefithrte Kaisertest noch freie Aminogruppen zeigte, wurde die Reaktion mit weiteren
5 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und DCC wiederholt. Der nun durchgefiihrte Kaisertest

zeigte keine freien Aminogruppen.

Zum Entschiitzen der Fmoc-geschuitzten Aminogruppen wurden drei mal 800 uL. DMF und

200 pL Piperidin zum Harz gegeben und jeweils 10 min bei Raumtemperatur geschiittelt und
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dann mit EtOH gewaschen. Das Entschiitzen wurde einmal fiir 1 h und einmal tiber Nacht

wiederholt.

Zum Autbau des niachsten Astes wurden zwei Mal je 10 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und
DCC gelost in 2,0 mL DMF/CH,CL, (1:1) fir 2 h bzw. 13 h bei Raumtemperatur zum Harz
gegeben und geschittelt. Nachdem das Harz mit EtOH gewaschen worden ist, wurde die
Reaktion einmal fir 2 h mit je 5 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und DCC wiederholt. Der
anschliefende Kaisertest zeigte keine Aminogruppen, so dass mit dem Entschiitzen der

Aminogruppen fortgefahren werden konnte.

Zum Aufbau des dritten Astes wurde das Harz 3 x 10 min und einmal tber Nacht mit je
800 pL. DMF und 200 pL Pipiridin behandelt. Im Anschluss wurde wieder mit EtOH

gewaschen und dann mit dem Aufbau des dritten Astes begonnen.

Hierzu wurde das Harz zweimal mit je 10 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und DCC 24 h
bei Raumtemperatur in 2,0 mL DMF/CH,Cl, (1:1) geschiittelt und anschlieBend mit EtOH
gewaschen. Die Reaktion wurde einmal fir 2 h wiederholt. Der folgende Kaisertest zeigte

keine freien Aminogruppen.

Zum Entschiitzen der Fmoc-geschiitzen Aminogruppen wurde 2 x 10 min, 1 x 30 min,
1 x2hund 1 x 18 h mit je 800 pL. DMF und 200 pL. Piperidin bei Raumtemperatur

geschiittelt und danach mit EtOH gewaschen.

Um nun das DTPA an die freien Aminogruppen des Grundgeriistes von Ast-3 zu koppeln,
wurden 1000 u. DMF, 400 pL. DIPEA, eine Spatelspitze HOBt und 10 eq D'TPA-DA zum
Harz gegeben und 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Der nach erfolgtem Waschen mit
EtOH durchgefithrte Kaisertest zeigte freie Aminogruppen, so dass die Reaktion zwei weitere

Male durchgefithrt wurde. Danach waren keine freien Aminogruppen nachweisbar.

Mit 1000 pLL TFA, 50 pl HyO und 50 pl TIS wurde anschlieBend 15 h bei Raumtemperatur
geschiittelt, um das synthetisierte Minigastrin-DTPA-Derivat vom Harz zu lésen. Nach
Zugabe weiterer 300 puL. TIS bis zur nahezu vollstandigen Entfarbung der Losung wurde die
Reaktionslosung tiber eine Fritte in eiskalten Diethylether filtriert und der Filterriickstand mit
etwas TFA gewaschen. In dem Diethylether zeigte sich das Minigastrin-DTPA-Derivat als

weiller, schleimiger Niederschlag. Das Reaktionsprodukt wurde fiinf mal mit Diethylether
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gewaschen um TFA-Reste zu entfernen. Nachdem das Minigastrin-DTPA-Derivat (Ast-3) bei

Raumtemperatur getrocknet worden war, wurde es im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.
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2.1.4 Synthese Ast-4 (Gastrin-Lys;5-DTPA )

DCC, HOBt
Harz-Peptid + Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH Harz-Peptid-Fmoc-Lys-(Fmoc)
DMF, CH, (I,
DMF
Harz-Peptid-Fmoc-Lys-(Fmoc) Harz-Peptid-Lys-(NH,)-NH,
Piperidin
Harz-Peptid-Lys-(NH,)-NH, ~ DCC, HOBt
—— > Harz-Peptid-Lys-(Fmoc-Lys-(Fmoc)),
+ 2 Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH DMF, CH,Cl,
DMF
Harz-Peptid-Lys-(Fmoc-Lys-(Fmoc)), Harz-Peptid-Lys-(Lys-(NH,)-NH,),
Piperidin
Harz-Peptid-Lys-(Lys-(NH,)-NH,), DCC, HOBt
Harz-Peptid-Lys,-(Fmoc-Lys-(Fmoc)),
+ 4 Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH DMF, CGH,Cl,
DMF
Harz-Peptid-Lys,-(Fmoc-Lys-(Fmoc)), ———————— Harz-Peptid-Lys,-(Lys-(NH,)-NH,),
Piperidin
Harz-Peptid-Lys,-(Lys-(NH,)-NH,), DCC, HOBt
————— > Harz-Peptid-Lys_-(Fmoc-Lys-(Fmoc)),
+ 8 Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH DMF, CH,Cl,
DMF
Harz-Peptid-Lys_-(Fmoc-Lys-(Fmoc)), Harz-Peptid-Lys,-(Lys-(NH,)-NH,),
Piperidin
Harz-Peptid-Lys,-(Lys-(NH,)-NH,), HOBt

——> Harz-Peptid-Lys_-(Lys-D'TPA,),

+ 16 DTPA-DA DMYF, DIPEA
TFA, TIS
Harz-Peptid-Lys,-(Lys-(DTPA),), Harz + Peptid-Lys.-(Lys-D'TPA,),
H,O
2

Abbildung 20: Schematischer Syntheseweg Ast-4

Beim Aufbau des Gastrin-DTPA-Derivats Ast-4 wurde von 1,24 -10° mol Gastrin (24,86 mg

Harz) ausgegangen. Zunachst wurden

5 eq (36,7 mg) Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH und 5 eq

(8,4 mg) HOBt in 2,0 mL. DMF/CH,Cl, (1:1) gelost. Zur Losung wurden 5 eq DCC

(12,8 mg) gegeben und anschlieBend wurde 10 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Die

Losung wurde dann zum Harz gegeben und das Reaktionsgemisch wurde 3,5 h bei

Raumtemperatur geschiittelt. Das Harz wurde im Anschluss 10 min mit EtOH gewaschen,

mit DMF/CH,Cl, (1:1) gespult und

dann wurde die Reaktion vier Mal mit je 5 eq
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Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und DCC wiederholt (Reaktionszeiten: 19 h, 3 h, 2 h und
14 h). Nach jeder Wiederholung wurde mit EtOH gewaschen und per Kaisertest auf freie
Aminogruppen getestet. Nachdem keine freien Aminogruppen mehr nachgewiesen werden
konnten, wurden die Fmoc-geschiitzten Aminogruppen 4 mal mit je 800 pl. DMF und
200 pL Piperidin entschiitzt. Hierzu wurde zwei mal tber 1 h, ein mal iiber 2 h und ein mal

tiber Nacht bei Raumtemperatur geschiittelt und anschliefend mit EtOH gewaschen.

Zum Autbau des zweiten Astes wurden vier Mal je 10 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und
DCC gelost in 2,0 mL DMF/CH,CL, (1:1) fiir 2 h, 3 h, 17 h bzw. 2 h bei Raumtemperatur
zum Harz gegeben und geschiittelt. Nachdem das Harz mit EtOH gewaschen worden ist und
ein Kaisertest noch freie Aminogruppen zeigte, wurde die Reaktion einmal fiir 2 h mit je 5 eq
Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und DCC wiederholt. Der anschlieBende Kaisertest zeigte
keine Aminogruppen, so dass mit dem Entschiitzen der Aminogruppen fortgefahren werden

konnte.

Hierzu wurde das Harz 3 x 1 h und einmal tiber Nacht mit je 800 pu. DMF und 200 pL
Pipiridin behandelt. Im Anschluss wurde wieder mit EtOH gewaschen und dann mit dem

Autbau des dritten Astes begonnen.

Das Harz wurde vier mal mit je 10 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und DCC 2 h bei
Raumtemperatur in 2,0 mL. DMF/CH,CL, (1:1) geschiittelt und anschlieBend mit EtOH
gewaschen und DMF/CH,Cl, (1:1) gespilt. Der folgende Kaisertest zeigte freie
Aminogruppen, so dass die Reaktion vier weitere Male mit 10 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH,
HOBt und DCC bei Raumtemperatur in 2,0 mL. DMF/CH,Cl, (1:1) wiederholt wurde.
Nachdem mit dem im Anschluss durchgefiihrten Kaisertest keine freien Aminogruppen
nachgewiesen werden konnten, wurden die Fmoc-geschiitzen Aminogruppen 3 x 1 h und
1 x tber Nacht mit je 800 uL. DMF und 200 plL. Piperidin bei Raumtemperatur entschutzt

und danach mit EtOH gewaschen.

Der Autbau des vierten Astes des Grundgeristes erfolgte durch viermalige Reaktion bei
Raumtemperatur von je 10 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und DCC mit dem Harz in
2,0 mL. DMF/CH,Cl, (1:1). Nachdem mit EtOH gewaschen wurde, zeigte ein Kaisertest

keine freien Aminogruppen.
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Die Fmoc-geschiitzen Aminogruppen wurden nun zum Entschiitzen vier mal mit je 800 uL
DMF und 200 pL Piperidin bei Raumtemperatur behandelt und anschlieBend wurde mit
EtOH gewaschen.

Um nun das DTPA an die freien Aminogruppen zu koppeln, wurden 1000 p. DMF, 200 pL
DIPEA, eine Spatelspitze HOBt und 5 eq DTPA-DA je finf mal zum Harz gegeben und bei
Raumtemperatur geschiittelt. Der nach erfolgtem Waschen mit EtOH durchgefiihrte
Kaisertest zeigte freie Aminogruppen, so dass die Reaktion ein weiteres Mal durchgefiihrt

wurde. Danach waren keine freien Aminogruppen nachweisbar.

Mit 1000 pL. TFA, 50 pl HyO und 200 pl TIS wurde anschlieBend bei Raumtemperatur
geschiittelt, um das synthetisierte Minigastrin-DTPA-Derivat vom Harz zu losen. Die
Reaktionslosung wurde tber eine Fritte in eiskalten Diethylether filtriert und der
Filterriickstand mit etwas TFA gewaschen. In dem Diethylether zeigte sich das
Minigastrin-DTPA-Derivat als weiler, schleimiger Niederschlag. Das Reaktionsprodukt
wurde funf mal mit Diethylether gewaschen, um TFA-Reste zu entfernen. Nachdem das
Minigastrin-DTPA-Derivat (Ast-4) bei Raumtemperatur getrocknet worden war, wurde es im

Kihlschrank bei 4 °C gelagert.
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2.1.5 Synthese Ast-1 (Gastrin-Lys-DTPA,, 50 mg Harz)

Zur Synthese einer grofleren Menge Ast-1 wurde von 50 mg Harz ausgegangen, was einer

Gastrinmenge von 2,5 -10” mol entspricht.

Zunachst wurden 5 eq (12,510 mol, 73,83 mg) Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH und 5 eq (16,21 mg)
HOBt in je 1,0 mL DMF/CHyCl; (1:1) gelost. Zur Losung wurden 5 eq DCC (24,76 mg)
gegeben und anschlieBend wurde 10 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Losung
wurde zum Harz gegeben und das Reaktionsgemisch 2 h bei Raumtemperatur geschiittelt.
AnschlieBend wurde mit 5 mL EtOH gewaschen und mit 3,0 mLL DMF gespilt. Danach
wurde die Reaktion drei mal mit je 5 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und DCC wiederholt.
Der im Anschluss an diese Wiederholung, nach Waschen mit 2 x 3,5 mL EtOH,

durchgefiihrte Kaisertest zeigte keine freien Aminogruppen mehr.

Zum Entschiitzen der Fmoc-geschiitzten Aminogruppen wurden dreimal fiir 10 min und
einmal iiber Nacht je 800 uL. DMF und 200 pL Piperidin zum Harz gegeben und geschiittelt.
Nachdem mit EtOH gewaschen und mit DMF gespult wurde, konnte mit der

DTPA-Kupplung begonnen werden.

Zum Harz in 1,0 mL DMF und 400 pL. DIPEA wurden nun 2 x 5 eq DTPA-DA (86,76 mg)
gegeben und 48 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Nachdem mit EtOH gewaschen und mit
DMYF gespiilt worden war, wurde die Reaktion mit einer Reaktionszeit von 2,5 h wiederholt.

Der folgende Kaisertest zeigte keine freien Aminogruppen mehr.

Mit 1000 pLL TFA, 50 pl HyO und 200 pl TIS wurde anschlieBend tiber Nacht geschiittelt,
um das synthetisierte Minigastrin-D'TPA-Derivat vom Harz zu 16sen. Die Reaktionslésung
wurde dann tiber eine Fritte in eiskalten Diethylether filtriert und der Filterrtickstand wurde
mit etwas TFA gewaschen. In dem Diethylether zeigte sich das Minigastrin-DTPA-Derivat
als weiBler, schleimiger Niederschlag. Das Reaktionsprodukt wurde fiinf mal mit Diethylether
gewaschen um TFA-Reste zu entfernen. Nachdem das Minigastrin-DTPA-Derivat (Ast-1) bei

RT getrocknet worden war, wurde es im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.
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2.1.6 Synthese Ast-2 (Gastrin-Lys;-DTPA,, 50 mg Harz)

Um auch von Ast-2 eine groBBere Menge zu synthetisieren, wurden 50 mg Harz, die einer

Gastrinmenge von 2,5 '10” mol entsprechen, verwendet.

Zunachst wurden 5 eq (12,510 mol, 73,83 mg) Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH und 5 eq (16,21 mg)
HOBt in je 1,0 mL DMF/CHyCl; (1:1) gelost. Zur Losung wurden 5 eq DCC (24,76 mg)
gegeben und anschlieBend 10 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Losung wurde dann
zum Harz gegeben und das Reaktionsgemisch 4 h bei Raumtemperatur geschiittelt.
AnschlieBend wurde mit EtOH gewaschen und mit DMF gespult. Danach wurde die
Reaktion drei mal mit je 5 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt und DCC wiederholt. Der im
Anschluss an diese Wiederholungen und nach Waschen mit EtOH, durchgefiihrte Kaisertest

zeigte keine freien Aminogruppen mehr.

Zum entschiitzen der Fmoc-geschiitzten Aminogruppen wurden zweimal fiir 30 min und
einmal tiber Nacht mit je 800 p. DMF und 200 pL Piperidin geschiittelt. Nachdem mit
EtOH gewaschen und mit DMF gespiilt worden war, konnte mit dem Aufbau des nachsten

Astes des Grundgertuists begonnen werden.

Hierzu wurden je 10 eq Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH, HOBt in 4,0 mL DMF/CH,Cl; (1:1) zweimal
tiber 2 Tage bei Raumtemperatur geschittelt. Der anschlieBende Kaisertest zeigte keine
freien Aminogruppen, so dass die Fmoc-geschiitzten Aminogruppen mit je 800 uL. DMF und
200 pL Piperidin 3 x 30 min und einmal iiber Nacht entschiitzt wurden. Nachdem mit EtOH
gewaschen und mit DMF gespiilt worden war, konnte mit der DTPA-Kupplung begonnen

werden.

Zum Harz in 1,0 mLL DMF und 400 pL. DIPEA wurden 10 eq DTPA-DA gegeben und 3,5 h
bei Raumtemperatur geschiittelt. Nachdem mit EtOH gewaschen und mit DMF gesptlt
worden war, wurde die Reaktion mit einer Reaktionszeit von 12 h wiederholt. Der folgende

Kaisertest zeigte keine freien Aminogruppen mehr.

Mit 1000 pLL TFA, 50 pl HyO und 200 pl TIS wurde anschlieBend tiber Nacht geschiittelt,
um das synthetisierte Minigastrin-DTPA-Derivat vom Harz zu 16sen. Die Reaktionslésung
wurde dann tiber eine Fritte in eiskalten Diethylether filtriert und der Filterrtickstand wurde

mit etwas TFA gewaschen. In dem Diethylether zeigte sich das Minigastrin-DTPA-Derivat
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als weiller, schleimiger Niederschlag. Das Reaktionsprodukt wurde fiinf mal mit Diethylether
gewaschen um TFA-Reste zu entfernen. Nachdem das Minigastrin-DTPA-Derivat (Ast-2) bei

Raumtemperatur getrocknet worden war, wurde es im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.
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2.2 HPLC-Analyse der Rohprodukte

Von den synthetisierten Gastrin-DTPA-Derivaten Ast-1, Ast-2 und Minigastrin (Ast-0)
wurden vor Beginn der Aufreinigung mittels HPLC analytische HPLC-Chromatogramme

(siche Abbildung 21) angefertigt um zu entscheiden, ob die gewiinschten Produkte in

ausreichender Menge im Rohprodukt enthalten sind.

T T
0 10 20 30

0,010 -
AstOb 10 pLL 1 mg/mL
0,008 < Astlb 10 uL. 1 mg/mL
Ast2b 10 pLL 1 mg/mL
MN EC 250/4.6 Nucleosil 120-5 C18
D I mL/min, UV/vis 254 nm
= 0,006 o 0 A: MeCN
o H B: 50 mM NH OAc pH = 5,4
E “ Start 5 % A, 5 min halten
Q “ | innerh. 20 min auf 45 % A
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Abbildung 21: HPLC-Chromatogramme der Rohprodukte

Die HPLC-Chromatogramme zeigen durch die Peaks zwischen 15 und 20 min, dass sowohl

Ast-1 als auch Ast-2 im Rohprodukt enthalten sind. Auf eine HPLC-Analyse der weiteren

Rohprodukte wurde aus Zeitgrinden verzichtet.

2.3 HPLC-Reinigung

Die HPLC-Reinigung der synthetisierten Gastrin-DTPA-Derivate wurde mit einem
HPLC-Systhem der Firma Waters (Pumpe: 2 x Modell 510, Automated Gradient Controller,
Fraktionssammler: LKB-Bromma 2211 Superrac) durchgefithrt. Die verwendete Sdule war

eine Machery-Nagel CC 250/4,6 Nucleosil 120-3 C18. Bei allen Reinigungslaufen wurde ein
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Laufmittel-Gradient aus Acetonitril und NH4;OAc (0,05 M, pH=5,4) mit einer Flussrate von
1,0 mL pro min genutzt (siche Abbildung 22).

100
80 —
X
g 604
S
£
2 40-
—
I Acetonitril
20 A [ INaOAc

0 20 40 60 80

Zeit in min

Abbildung 22: Laufmittel-Gradient der HPLC-Reinigung

Pro Reinigungslauf wurden 50 pl (ca. 1,0 mg) des jeweiligen Gastrin-D'TPA-Derviats gelost in
H,0O und 450 pL. NH,OAc (0,05 M, pH=5,4) injiziert und es wurden 100 Fraktionen a

1,0 min gesammelt.

Die gesammelten Fraktionen wurden im Anschluss sowohl bei 280 nm, als auch bei 220 nm
mit einem UV/Vis-Spektrometer (Amersham Pharmacia Biotech Ultrospec® 1000) auf ihren
Gastrin-DTPA-Derivatgehalt untersucht. Als Beispiel sei hier eine UV/Vis-Untersuchung
von Ast-1 bei 280 nm gezeigt (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: UV/Vis-Untersuchung eines HPLC-Reinigungslaufes von Ast-1

Nachdem die interessanten Fraktionen eines HPLC-Reinigungslaufes anhand der
UV/Vis-Untersuchung ausgewihlt worden sind, wurden sie zunichst in der SpeedVac®
(Savant SPDI101B) zur Trockne eingeengt, in je 100 uL. H,O gelost, vereinigt und
anschliefend lyophilisiert (Christ Alpha 1-2). Die lyophilisierten Proben wurden in jeweils
200 pLL HyO aufgenommen.

2.3.1 HPLC-Analysen der Aufreinigung

Von allen Proben der HPLC-Reinigungslaufe wurden mit dem HPLC-System der Firma
BioTek (BioTek-Instruments: Pumpe 525, HPLC-Detector 535; Packard: Flow Scintillation
Analyzer) analytische HPLC-Laufe durchgefiihrt, um den Erfolg der HPLC-Reinigung zu
tberprifen. Hierzu wurden der Probe jeweils 30 pl. entnommen, mit 70 pL. TFA (0,1 %)
verdunnt und mit einem Gradienten aus Acetonitril und TFA (0,1 %) (siche Abbildung 24)

analysiert.
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Abbildung 24: Laufmittel-Gradient der analytischen HPLC-Laufe

Nachdem die Produkte aller HPLC-Reinigungslaufe in dieser Art und Weise analysiert
worden sind und die Einheitlichkeit der Proben festgestellt worden ist, wurden die Proben der

einzelnen Gastrin-DTPA-Derivate vereinigt und lyophilisiert.

2.3.2 Konzentrationsbestimmung

Die lyophilisierten Gastrin-DTPA-Derivate (Ast-3 und Ast-4) wurden in je 200 pL. H,O, die
der 50 mg Ansitze (Ast-1 und Ast-2) wurden in 500 pL. HyO gelost. Von den kleinen
Ansitzen (Ast-1 und Ast-2) wurden keine Konzentrationen bestimmt, da diese Substanzen in

der Zwischenzeit fur Vorversuche aufgebraucht worden waren.

Fir die Konzentrationsbestimmung der einzelnen Gastrin-DTPA-Derivate wurden von den
gereinigten, vereinigten Substanzen und von einer Minigastrin-Probe bekannter
Konzentration analytische HPLC-Laufe angefertigt und anschlieBend wurde durch den

Vergleich der Peakflichen die Konzentration errechnet. Die Chromatogramme der
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Konzentrationsbestimmung sind im folgenden Diagramm gegentibergestellt (siehe Abbildung

25).
10000 — Astd
. _— St-
Tl
0 ; W«TMW
60000 0 20 40 60 80 100
40000 — Ast3
20000 \
- 0 T T T T T T T T T T
p 4 60 100
i 60000 - 20 0 Ast-2 80
540000 St-
& 20000
& 0 T T T T T T T T T T
2 60000 0 20 40 60 80 100
< ] -
< 40000 Ast-1
20000 3 |
0 T T T T T T T T T T
p 4 60 1
40000 St-
20000 < ‘L
0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100
Retentionszeit in min

Abbildung 25: HPLC-Chromatogramme der Konzentrationsbestimmung

Die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung sind in Tabelle 4 gezeigt.
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Peptid Ast-0 Ast-1 Ast-2 Ast-3 Ast-4
Voilr‘l”ilen 5,00E-05 1,00E-05 1,00E-05 92,00E-05 92,00E-05
Meeliticne 8.225.00 73.608,94 | 120.755,18 | 36.563,31 | 12.376,40
280 nm
Slolffnengs 5,06E-09 4,53F.-08 7 43E-08 9,95E-08 7,61E-09
in mol
Ronzentration | 1 p g3 | 453503 | 743603 | 112603 | 3.81E-04
in mol/L ’
iteellTente 54.799,11 | 398.851,02 | 757.671,06 | 230.715,11 | 77.272,39
220 nm
Sitoifinnzinge 5,06E-09 3,68E-08 7,00E-08 92,13E-08 7,14E-09
in mol
I @rsemiazitior 1,01E-03 3,68E-03 7,00E-03 1,07E-03 3,57E-04
in mol/L

Tabelle 4: Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung
(Peakflachen in arbitary units)

Bei allen weiteren Berechnungen, bei denen die Konzentration der Gastrin-DTPA-Derivate
benotigt wurde, wurde die geringeren errechneten Konzentrationen aus der Detektion bei

220 nm verwendet.

2.3.3 HPLC-Analyse der radioaktiv markierten Gastrin-DTPA-Derivate

Es wurden jeweils 2,0 pl. Minigastrin-DTPA-Derivat, 50 pL. NaOAc (0,5 M, pH=5,4) und
3,7:10° Bq In-111 30 min bei 37°C inkubiert, um das Minigastrin-DTPA-Derivat radioaktiv
zu markieren. 10 pl der jeweiligen Markierungslosung wurden mit TFA (0,1%) auf 100 pL
aufgefilllt und dann mit Gradient-3 (Laufmittel-A: TFA 0,1 %, Laufmittel-B: MeCN,
Gradient 0-5 min 95% A, 20-25 min 0% A, 30-35 min 95 % A, Flussrate | mL/min) am
BioTek-HPLC-System gemessen. Die Chromatogramme der radioaktiven Detektion (siche

Abbildung 26) zeigen, dass alle Gastrin-DTPA-Derivate sehr gut zu markieren sind.

In den Chromatogrammen sind bei den Minigastrin-DTPA-Derivaten nur zwischen 15 und
16 min Peaks zu sehen, die vom Komplexierten In-111 herruhren. Freies, unkomplexiertes

In-111 konnte nicht festgestellt werden.
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Aktivitat in CPM

HPLC-Rad Vergleich der einzelnen Aste ‘
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Abbildung 26: HPLC-Chromatogramme der radioaktiv
markierten Gastrin-DTPA-Derivate
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2.4 Bindungsstudien

Die synthetisierten Gastrin-D'TPA-Derivate wurden hinsichtlich ihrer spezifischen Bindung
an den Gastrinrezeptor im Zellversuch untersucht. Fir diese Rezeptor-Bindungsstudien
wurden Zellinien verwendet, die den Gastrinrezeptor tiberexpremieren. Im folgenden Kapitel

werden die Bindungsstudien und ihre Ergebnisse genauer vorgestellt.

2.4.1 Bindungsstudie mit AR42]-Zellen

Die Rezeptorspezifitit der synthetisierten Gastrin-DTPA-Derivate wurde zunachst im
Zellversuch mit der sogenannten AR42J-Zellinie untersucht. Die Zellen stammen aus der

Bauchspeicheldrise von Ratten und sind Zellen eines exocrinen Pankreastumors.

2.4.1.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift AR42]-Zellen
1. Materialien und Reagenzien:

e AR42]-Zellen ausgesit in 6-Well-Platten
* Reaktionslosung: 0,01 BSA pro 1,0 mL DMEM
* Blocksubstanz: Minigastrin I H-3105 (¢ = 1:10° M)
*  PBS (Stammlosung):
- 80,0 g NaCl
-2,0 g K(l
- 14,25 ¢ Na,HPO, 2 H,O
- 2,0 g KH,PO,
- 1,0 L H,O
*  PBS (Gebrauchslosung): Stammlosung 1:10 verdiinnen und auf pH = 7,2 einstellen
* NaOH (I M)

2. Peptid-Markierung:

* 2,0 uL. Peptid (nicht mehr als 10" M)
e 50 uL NaOAc (0,5 M, pH = 5,4)
* 3,7'10°Bq '"'In

3. Qualitatskontrolle:
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* Sep-Pac® C-18 Cartridge (Waters)
*2x 2,0 mL NaOAc (0,5 M, pH = 5,4)
*2 x 2,0 mL Methanol

*4 x 2,0 mL Einwegspritzen
4. Durchfithrung:

Fir die Bindungsstudie mit AR42]-Zellen wurde zundchst das zu testende
Minigastrin-DTPA-Derivat mit '''In radioaktiv markiert. Hierzu wurden 2,0 ul. des
Gastrin-DTPA-Derivats mit 50 pl NaOAc und 3,7 10° Bq "'In bei 37°C fiir 30 min

inkubiert.

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde die Qualitat der radioaktiven Markierung
tiberpriift. Fiir die Qualitatskontrolle wurde eine Sep-Pac® C-18 Cartridge zunachst mit
2,0 mLL Methanol und anschlieBend mit 2,0 mL. NaOAc konditioniert. Nachdem 2,0 pL
der Markierungslosung auf die vorkonditionierte Sep-Pac® C-18 Cartridge gegeben
worden waren, wurde zuerst mit 2,0 mL NaOAc freies, ungebundenes In-111 eluiert. Im
Anschluss  wurde mit 20 mL  Methanol das radioaktiv.  markierte
Minigastrin-DTPA-Derivat eluiert. Die Zahlrate der Eluate und der Sep-Pac® C-18
Cartridge wurden mit einem Nal(Tl)-Bohrloch-Szintillationsdetektor (Berthold LB 2040
und LB 6628-1U) ermittelt. Anhand der prozentualen Verteilung der Zihlraten von
ungebundenem In-111 (NaOAc-Fraktion) und gebundenem In-111 (Methanol-Fraktion
und Sep-Pac® C-18 Cartridge) wurde die Giite der radioaktiven Markierung bestimmt.
Werte von iber 95% gebundenem In-111 wurden als hinreichend gute

Markierungsqualitat fiir eine Bindungsstudie betrachtet.

Im Anschluss an die Qualitatskontrolle wurde bei einigen Bindungsstudien ,kaltes” In**
zur Markierungslosung gegeben, um alle DTPA-Gruppen mit In** (2,0 pl,
3,777 -10® mol/L) abzusittigen. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37°C wurde

wiederum die Qualitat der radioaktiven Markierung tiberpriift (sieche Oben).

Die in 6-Well-Platten ausgesiaten AR42J-Zellen wurden zunachst durch Absaugen von
threm Medium befreit und anschliefend mit 1,0 mL Reaktionslésung pro Well versehen.
Zu drei der sechs Wells wurden je 3 pl Blocksubstanz gegeben. AnschlieBend wurden

jeweils 1.000.000 cpm radioaktiv markiertes Minigastrin-DTPA-Derivat (mit dem
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Gammacounter [Packard: Cobra II Autogamma] bestimmt) in alle Wells gegeben und
eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Losung abgesaugt und je
1,0 mL PBS in alle Wells gegeben. Das Waschen mit PBS wurde zwei weitere Male
wiederholt, anschlieBend wurde abgesaugt. Zum Ablosen der Zellen wurde nun je 1,0 mL
NaOH zu den Zellen gegeben, um sie von der Oberflache der Wells zu 16sen. Die NaOH
mit den abgelosten Zellen wurde in Réhrchen tberfihrt und die Zahlraten wurden mit

dem Gammacounter bestimmt.

Der Vergleich der Zéhlraten zwischen mit Blocksubstanz versehenen (geblockten) Wells
und nur mit radioaktiv markierten Minigastrin-DTPA-Derivat versehenen (ungeblockten)
Wells ist dann das MalB fir die Bindung des Gastrin-DTPA-Derivats an den
Gastrinrezeptor der AR42]J-Zellen. Je grofer die Differenz der Zédhlraten, desto besser ist
die Rezeptorbindung, wobei die Zidhlrate der ungeblockten Wells (spezifisch an den
Rezeptor gebundenes Minigastrin-DTPA-Derivat) groBer sein sollte als die Zahlrate der

geblockten Wells (unspezifisch an die Zellen gebundenes Minigastrin-DTPA-Derivat).

2.4.2 Ergebnisse der Bindungsstudie mit AR42J-Zellen

Mit dem zuerst synthetisierten Minigastrin-DTPA-Derivat Ast-1 wurden auch die ersten
Bindungsstudien durchgefithrt. Mit AR42]-Zellen wurde tuberpriift, ob die synthetisierte
Substanz an den Gastrin-Rezeptor bindet. Hierzu wurden mehrere Versuche durchgefiihrt

(Durchfiihrung siehe oben).

Als erstes wurde das Minigastrin-DTPA-Derivat Ast-1 mit In-111 radioaktiv markiert und
beobachtet, dass die Substanz spezifisch an den Gastrin-Rezeptor bindet. In Tabelle 5 ist der
prozentuale Anteil der unspezifischen Bindung an den Gastrin Rezeptor gezeigt (Zahlrate

spezifische Bindung = 100%).

Ziahlrate in cpm .
unspezifische unspezifische
. . Bindune in %
spezifische Bindung Bindung indung in %
Versuch 1 4.266,0 3.041,7 71,3
Versuch 2 4.122,3 3.535,6 85,8

Tabelle 5: Bindungsstudie Ast-1 AR42]-Zellen (A)

Im Anschluss an diese Zellversuche wurde die Bindungsstudie in der gleichen Art und Weise

fortgesetzt, mit dem Unterschied, dass nach der radioaktiven Markierung des
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Gastrin-DTPA-Derivats mit In-111 ein zweites Mal mit inaktiven In** markiert wurde, um
das D'TPA vollstindig mit Metallionen zu sattigen. Die Ergebnisse dieser Versuche werden in

Tabelle 6 gezeigt.

Ziahlrate in cpm .
; ; ; unspezifische
spezifische Bindung unspezifische : W
- Bindung in %
Bindung

Versuch 1 4.981,0 4.082,0 82,0
Versuch 2 7.189,0 4.108,7 57,2
Versuch 3 7.247.0 5.582.,4 77,0
Versuch 4 5.741,4 3.522)7 96,2
Versuch 5 5.316,0 4.157,0 78,2

Tabelle 6: Bindungsstudie Ast-1 AR42]J-Zellen (B)

Wie man in beiden Tabellen und in Abbildung 27 sehen kann, gibt es keinen signifikanten
Unterschied zwischen beiden Arten der Bindungsstudie. In beiden Fallen schwankt die Hohe

der unspezifischen Bindung sehr stark.

unspezifische Bindung in %
100 Vergleich ungesattigtes/gesattigtes DTPA
spezifische Bindung = 100%

90 -

unspezifische Bindung in %

3+
ohne In

Abbildung 27: Ubersicht Bindungsstudie Ast-1 AR42]-Zellen
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Im Anschluss wurde die Rezeptorbindung des Gastrin-DTPA-Derivats Ast-2 getestet. Die
Bindungsstudie wurde sowohl mit einfach markiertem Minigastrin-D'TPA-Derivat (nur mit
In-111 markiert), als auch mit doppelt markiertem (mit kaltem Indium abgesittigt)

durchgefiihrt. In Tabelle 7 sind die Ergebnisse dieser Zellversuche gezeigt.

Ziahlrate in cpm .

. . unspezifische

spezifische unspezifische Bindune in %
Bindung Bindung &
Versuch 1 2.327,0 1.672,0 71,9
Versuch 2 2.657,0 1.785,0 67,2
Versuch 3 2.2954 1.214,4 52,0
Versuch 4 (mit In*") 3.942,7 3.292,4 83,5

Tabelle 7: Bindungsstudie Ast-2 AR42]J-Zellen

In der graphischen Auftragung der unspezifischen Bindung (siche Abbildung 28) sieht man,
dass die Ergebnisse genau wie beim Minigastrin-DTPA-Derivat Ast-1 stark schwanken, also
nicht  reproduzierbar sind. Die  Zellversuche zeigen aber dennoch, dass
Minigastrin-DTPA-Derivat Ast-2 an den Gastrin-Rezeptor der AR42J-Zellen bindet. Die

Rezeptorbindung ist aber keinesfalls als gut zu bezeichnen.

100
unspezifische Bindung in %
50 Vergleich ungesattigtes/gesattigtes DTPA
_ spezifische Bindung = 100%

=X
R=

2 60
5
B
5
S
]

T 40-
=
‘N
[\
&
g

= 204

0 -

Abbildung 28: Ubersicht Bindungsstudie Ast-2
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Das Minigastrin-DTPA-Derivat  Ast-3 wurde auch auf seine Bindung an den
Gastrin-Rezeptor der AR42]J-Zellen getestet hierbei ergaben sich die folgenden Ergebnisse
(siche Tabelle 8).

Ziahlrate in cpm .

. . unspezifische o spezﬁi.sc}})e

spezifische Bindung Bindung Bindung in %
Versuch 1 2.298,0 1.706,7 74,3
Versuch 2 3.395,4 2.452,4 72,2
Versuch 3 2.309,4 1.855,7 80,4
Versuch 4 (In*") 9.105,7 1.563,7 74.3
Versuch 5 (In*") 3.368,4 2.160,7 64,1
Versuch 6 (In*") 3.585,7 2.935,7 81,9

Tabelle 8: Bindungsstudie Ast-3 AR42]-Zellen

Auch dieses Minigastrin-D'TPA-Derivat bindet zwar an den Gastrin-Rezeptor, macht dieses
aber nicht sehr spezifisch. Zur besseren Ubersicht wurde die unspezifische Bindung graphisch

dargestellt (sieche Abbildung 29).

100 — Unspezifische Bindung in %
] Vergleich ungesittigtes/gesattigtes D'TPA
90 — Spezifische Bindung = 100%

unspezifische Bidung in %

3+
ohne In

Abbildung 29: Ubersicht Bindungsstudie Ast-3
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Da die bisher getesteten Gastrin-DTPA-Derivate keine zufriedenstellende Bindung an den
Gastrin-Rezeptor zeigten und die Handhabung der AR42]-Zellen (Aussaat und Wachstum)
zunehmend problematischer wurde, ist auf eine Uberpriifung der Gastrin-Rezeptor-Bindung
von Minigastrin-DTPA-Derivat Ast-4 mit diesen Zellen verzichtet worden. Statt dessen
wurden detailliertere Bindungsstudien mit sogenannten CCK/2-Zellen in Angriff

genommen.

2.4.3 Bindungsstudie CCK/2-Zellen

CCK/2-Zellen (oder CCK/B-Zellen) sind Zellen, die den Cholecystokinin/2-Rezeptor (oder
Cholecystokinin/B-Rezeptor) tberexpremieren, an den Gastrinartige Peptide, wie das

Minigastrin, selektiv binden.

2.4.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift CCK/2-Zellen
1. Materialien und Reagenzien:

e (CCK/2-Zellen ausgesat in 6-Well-Platten
* Reaktionslosung: 0,01 BSA pro 1,0 mLL DMEM
* Blocksubstanz: Minigastrin I H-3105 (c = 1-10° M)
* PBS (Stammlosung):
- 80,0 g NaCl
-2,0 g KCl
- 14,25 g Na,HPO, 2 H,O
- 2,0 g KH,PO,
- 1,0 LH,O

*  PBS (Gebrauchslosung): Stammlosung 1:10 verdiinnen und auf pH = 7,2 einstellen
*  MOPS-Triton:

- 50 mL H,O

- 0,2 g MOPS

- pH = 7.5 einstellen

- 50 pL Triton (0,1%)

2. Peptid-Markierung:
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e 2,0 uL Peptid (nicht mehr als 10" M)

* 50 p. NaOAc (0,5 M, pH = 5,4)

* 3,710°BqIn-111

* InCl; (1,586 mol/L) in NaOAc (0,5 M, pH = 5,4)

3. Qualitatskontrolle:

* Sep-Pac® C-18 Cartridge (Waters)
*2x 2,0 mL NaOAc (0,5 M, pH = 5,4)
*2 x 2,0 mL Methanol

*4 x 2,0 mL Einwegspritzen
4. Protein-Bestimmung:

¢ NaCl-Losung (isotonisch)
* BioRad"-Firbelosung
*  Kuvetten

¢ Proteinstandard
5. Durchfithrung:

Fir die Bindungsstudie mit CCK/2-Zellen wurde zundchst das zu testende
Gatrin-DTPA-Derivat mit In-111 radioaktiv markiert. Hierzu wurden 1 pL. bzw. 2 pL des
Gastrin-DTPA-Derivats mit 50 pl NaOAc und 3,710° Bq '''In bei 37°C fiir 30 min

inkubiert.

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde die Qualitat der radioaktiven Markierung
tiberpriift. Fiir die Qualitatskontrolle wurde eine Sep-Pac® C-18 Cartridge zunachst mit
2,0 mLL Methanol und anschlieBend mit 2,0 mL. NaOAc konditioniert. Nachdem 2,0 pL
der Markierungslosung auf die vorkonditionierte Sep-Pac® C-18 Cartridge gegeben
worden waren, wurde zuerst mit 2,0 mL NaOAc freies, ungebundenes In-111 eluiert. Im
Anschluss  wurde mit 20 mL  Methanol das radioaktiv.  markierte
Minigastrin-DTPA-Derivat eluiert. Die Zahlrate der Eluate und der Sep-Pac® C-18
Cartridge wurden mit einem Nal(T1)-Bohrlochszintillationsdetektor ermittelt. Anhand der
prozentualen Verteilung der Zahlraten von ungebundenem In-111 (NaOAc-Fraktion)
und gebundenem In-111 (Methanol-Fraktion und Sep-Pac® C-18 Cartridge) wurde die
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Giite der radioaktiven Markierung bestimmt. Werte von tiber 95% gebundenem In-111

wurden als hinreichend gute Markierungsqualitat fiir eine Bindungsstudie betrachtet.

Im Anschluss an die Qualitatskontrolle wurde ,kaltes”, inaktives In** zur Markierungslo-
sung gegeben, um alle DTPA-Gruppen mit In** (4,7 pl. Ast-1 bzw. 9,4 ul Ast-2,
1,586 mol/L) abzusittigen. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37°C wurde

wiederum die Qualitat der radioaktiven Markierung tiberpriift (siche oben).

Die in 6-Well-Platten ausgesaten CCK/2-Zellen wurden zunéchst durch Absaugen von
threm Medium befreit und anschliefend mit 1,0 mL Reaktionslésung pro Well versehen.
Zu drei der sechs Wells wurden je 3 pl Blocksubstanz gegeben. AnschlieBend wurde
radioaktiv markiertes Minigastrin-DTPA-Derivat (entsprechende Menge in cpm mit dem
Gammacounter bestimmt) in alle Wells gegeben und eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurde die Losung abgesaugt und je 1,0 mL PBS wurde in alle Wells
gegeben. Dieser Vorgang wurde zwei weitere Male wiederholt, anschliefend wurde
abgesaugt. Zum Ablosen der Zellen wurde nun je 1,0 mL MOPS-Triton zu den Zellen
gegeben und 10 min bet Raumtemperatur geschiittelt. Die abgeldsten Zellen wurden in

Rohrchen uberfiihrt und die Zahlraten wurden mit dem Gammacounter bestimmt.

Der Vergleich der Zéhlraten zwischen mit Blocksubstanz versehenen (geblockten) Wells
und nur mit radioaktiv markiertem Minigastrin-D'TPA-Derivat versehenen (ungeblock-
ten) Wells ist dann das Mal fir die Bindung des Gastrin-DTPA-Derivats an den
Gastrinrezeptor der CCK/2-Zellen. Je groBer die Differenz der Zahlraten, desto besser
ist die Rezeptorbindung, wobei die Zahlrate der ungeblockten Wells (spezifisch an den
Rezeptor gebundenes Minigastrin-DTPA-Derivat) groBer sein sollte als die Zahlrate der

geblockten Wells (unspezifisch an den Rezeptor gebundenes Minigastrin-D'TPA-Derivat).

Nach der Bestimmung der Zihlraten wurde der Proteingehalt fiir jedes einzelne
Roéhrchen bestimmt. Hierzu wurden je eine Teilmenge der Zellsuspension (>50 plL) mit
50 pL. BioRad®-Farbelosung versetzt und mit isotonischer NaCl-Losung auf 1,0 mL
aufgefillt. Die Absorption bei 595 nm wurde bestimmt und durch Vergleich mit den
Ergebnissen der Proteinstandardreihe konnte der Proteingehalt der einzelnen Rohrchen

bestimmt werden [9, Bio-Rad].

63



Teil Ia Experimenteller Teil

2.4.4 Ergebnisse der Bindungsstudie mit CCK/2-Zellen

Die Bindungsstudie mit dem Minigastrin-DTPA-Derivat Ast-1 wurde wie oben beschrieben
durchgefithrt. In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der Bindungsstudie sowohl fiir die spezifische
als auch fiir die unspezifische Rezeptorbindung (normiert auf den Proteingehalt) den

eingesetzten Gastrin-DTPA-Derivat-Mengen (in cpm) gegeniibergestellt.

Peptid in cpm spezifische B?ndung in unspezifische Bindung in
cpm/Proteingehalt cpm/Proteingehalt
50.000 0,163 0,191
100.000 0,630 0,195
250.000 1,272 0,316
500.000 2,190 1,725
625.000 5,198 1,986
750.000 2,046 0,724
1.000.000 4,139 2,150
1.250.000 1,998 1,475
1.500.000 4,451 2,233
1.750.000 7,990 6,985

Tabelle 9: Bindungsstudie Ast-1 CCK/2-Zellen

Zur besseren Veranschaulichung wurden die Werte auch graphisch aufgetragen (siehe

Abbildung 30).
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Abbildung 30: Ubersicht Bindungsstudie Ast-1 CCK/2-Zellen

Im Anschluss an Ast-1 wurde auch die Rezeptorbindung von Minigastrin-DTPA-Derivat

Ast-2 getestet. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 10.

R spezifische B?ndung in unspezifische Bindung in
cpm/Proteingehalt cpm/Proteingehalt
250.000 0,406 0,380
500.000 2,319 1,226
625.000 0,862 0,552
750.000 3,513 2,101
825.000 0,368 0,250
1.000.000 3,951 1,752
1.250.000 0,655 0,337
1.500.000 1,917 1,399

Tabelle 10: Bindungsstudie Ast-2

Die Auftragung der Ergebnisse (siche Abbildung 31) zeigt wie schon bei Ast-1, dass die

Resultate der Zellversuche sehr uneinheitlich sind und stark schwanken.
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Abbildung 31: Ubersicht Bindungsstudie Ast-2 CCK/2-Zellen

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass es experimentelle Fehler bei der Durchfithrung
der Studie gegeben hat, oder dass sich die Zellinie nicht den Erwartungen entsprechend
verhielt bzw. die Gastrin-DTPA-Derivate nicht an den Gastrin-Rezeptor der CCK/2-Zellen
binden, wurde eine vergleichende Bindungsstudie zwischen einem sicher an Gastrin-Rezep-
toren bindenden Minigastrin-DTPA  und dem Minigastrin-DTPA-Derivat =~ Ast-2
durchgefiihrt. Bei der Durchfithrung dieser vergleichenden Bindungsstudie wurde darauf
geachtet, dass pro Tag parallel beide Substanzen an zum gleichen Zeitpunkt ausgesiten
CCK/2-Zellen getestet wurden. Die Ergebnisse werden in Tabelle 11 gezeigt und zur
besseren Veranschaulichung aufgetragen (siche Abbildung 32).
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Minigastrin-D'TPA Ast-2
spezifische unspezifische spezifische unspezifische
Peptid in cpm Bindung in Bindung in Bindung in Bindung in
cpm/ cpm/ cpm/ cpm/
Proteingehalt Proteingehalt Proteingehalt Proteingehalt
250.000 6,50 0,29 1,48 1,56
500.000 8,58 0,49 1,70 1,43
750.000 11,84 0,69 2,25 1,84
1.000.000 4,35 0,51 1,70 0,96
Tabelle 11: Vergleichende Bindungsstudie CCK/2-Zellen
20
8 _ Bindungsstudie Ast-2 / CCK-2-Zellen vgl. Gastrin
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Abbildung 32: Ubersicht vergleichende Bindungsstudie CCK/2-Zellen
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Da die Ergebnisse von dem Minigastrin-DTPA-Derivat Ast-1 denen von Ast-2 ahnlich sehen,
ist davon auszugehen, das auch dieses Minigastrin-DTPA-Derivat nicht mit ausreichender

Spezifitat an den Gastrin-Rezeptor bindet.
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3 Ergebnisse und Zusammenfassung

Das vorrangige Ziel der vorliegenden Arbeit war die Synthese eines, auf dem bekannten
SPECT-Radiopharmakon Minigastrin-DTPA basierenden, rezeptorspezifischen Kontrast-

mittels fiir die Magnetresonanztomographie.

Die Synthese auf dem Weg der Festphasenpeptidsynthese erfolgte ohne nennenswerte
Probleme. Das Minigastrin wurde an seinem N-terminalen Ende dendrimerartig mit
verschieden groBen Lysinlinkern, versehen an welche schlussendlich die Diethylentriamin-
pentaessigsaure-Chelatoren gebunden wurden. Auf diesem Weg wurden vier verschiedene
Minigastrin-D'TPA-Derivate mit zwei, vier, acht und sechzehn DTPA-Gruppen synthetisiert.
Die synthetisierten Minigastrin-DTPA-Derivate lieBen sich ohne Probleme mittels
Hochleistungsflussigkeitschromatographie reinigen und bis zur weiteren Verwendung im

Gefrierschrank lagern.

Die vier Minigastrin-DTPA-Derivate zeigten bei der radioaktiven Markierung mit
Indium-111 Markierungsausbeuten von 100%, bestatigt durch HPLC mit radioaktiver
Detektion. Eine Markierung der Minigastrin-DTPA-Derivate mit dreiwertigem Gadolinium

fir die Magnetresonanztomographie sollte also ohne Weiteres moglich sein.

Die Rezeptorspezifitat der radioaktiv mit '''In** markierten Minigastrin-DTPA-Derivate
wurde zunachst im Zellversuch mit AR42]J-Zellen untersucht. Hierbei stellte sich heraus, das
alle vier synthetisierten Minigastrin-DTPA-Derivate spezifisch an den Rezeptor der
AR42]J-Zellen binden. Die Giite der rezeptorspezifischen Bindung wurde daraufthin mit einer
Bindungsstudie an CCK/2-Zellen getestet. Im Verlauf dieser Bindungsstudie stellte sich
heraus, dass die Minigastrin-DTPA-Derivate mit zwei und vier DTPA-Gruppen zwar an den
Rezeptor der CCK/2-Zellen binden, diese Bindung aber nicht mit der notwendigen
Spezifitat erfolgt. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde auf die Fortfithrung der Bindungsstudie

mit den zwei groBeren Minigastrin-DTPA-Derivaten verzichtet.

Die vorliegende Arbeit hat trotz des negativen Ausgangs der Bindungsstudie gezeigt, dass die
Synthese von rezeptorspezifischen Kontrastmitteln fir die Magnetresonanztomographie auf
dem beschriebenen Weg mittels Festphasenpeptidsynthese prinzipiell moglich ist. Zur
Verbesserung der Rezeptorbindung ist unter Umstinden nur eine kleine Anderung in der

Struktur des Minigastrin-DTPA-Derivats notig. Das Lysin-Geast mit den DTPA-Gruppen

69



Teil Ia Ergebnisse und Zusammenfassung

sollte vielleicht nicht direkt am N-terminalen Ende des Minigastrins beginnen sondern
zwischen beiden sollte ein etwas langerer Linker eingefiigt werden. Durch das Einfligen dieses
Linkers kommt es dann unter Umstdnden nicht mehr zu einer Beeinflussung der
Minigastrinstruktur, durch das Lysin-Geast mit den DTPA-Gruppen und somit kénnte eine

bessere Rezeptorbindung resultieren.
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4 Einleitung

Der Begriff Superparamagnetismus wurde erstmals 1952 erwahnt und beschreibt das
Phanomen, dass sich sehr kleine Eisenoxidpartikel in Pulvern oder in Suspensionen dhnlich
wie Ferromagneten durch ein duBleres Magnetfeld stark magnetisieren lassen, jedoch im
Gegensatz zu Ferromagneten nach dem Abschalten des auBleren Magnetfeldes keine

Restmagnetisierung aufweisen [10, Xiang] [11, Taupitz].

Die Moglichkeit, funktionelle Gruppen, z.B. Antikorper oder Antigene, chemisch an das
Hiullmaterial solcher Partikel zu binden, wird im biomedizinischen Bereich zur Trennung von
biologischen Materialien im Magnetfeld verwendet (z.B. Immunoassays). Aus dieser
Anwendung entwickelte sich der Gedanke, so markierte superparamagnetische
Eisenoxidpartikel als immunospezifische Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie
zu nutzen (1986). 1987 fuhrte die Eigenschaft des mononukledren phagozytierenden Systems
(MPS), unspezifisch Partikel aus der Blutbahn aufzunehmen, zur Entdeckung der
superparamagnetischen Eisenoxidpartikel als intravenos applizierbares Kontrastmittel fiir die

magnetresonaztomographische Diagnostik von Tumoren der Leber und der Milz.

Die Verwendung der superparamagnetischen Eisenoxidpartikel in der medizinischen
Diagnostik hat sich seit dieser Zeit stindig weiterentwickelt. Sie werden neben der
Tumordiagnostik von Leber und Milz, der Lymphknotendiagnostik, zu morphologischen und
funktionellen Untersuchungen des Knochenmarks eingesetzt. AuBerdem finden die
superparamagnetischen  Eisenoxidpartikel bei der Gefaldiagnostik  (Angiographie)
Verwendung. In der jingeren Vergangenheit liegen auch zahlreiche Publikationen zum
Einsatz von superparamagnetischen Eisenoxidpartikeln als Kontrastmittel bei der so
genannten ,,Molekularen Bildgebung” vor. Der Einsatz der Eisenoxidpartikel beschrankt sich
nicht auf diagnostische Anwendungen. Eine therapeutische Anwendung der
superparamagnetischen Eisenoxidpartikel besteht in ihrer Verwendung als Vermittler bei der

Hyperthermie.
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4.1 Partikelarten und -eigenschaften

4.1.1 Terminologie

SPIO ist der Oberbegriff fir alle in der Magnetresonanztomographie als Kontrastmittel
klinisch oder experimentell eingesetzten superparamagnetischen Eisenoxidpartikel (engl.

superparamagnetic iron oxide, SPIO).

SPIOs werden der GroBe nach in verschiedene Klassen unterteilt. Die Partikel mit den
groBBten Durchmessern (50 - 150 nm oder groBler) werden historisch bedingt als SPIO
bezeichnet, die Bezeichnung als Standard SPIO (SSPIO) ist weniger gebrauchlich. Wahrend
Partikel mit einem Durchmesser von circa 20 nm als USPIO (ultra small SPIO) bezeichnet
werden, ist fur die noch kleineren Partikel (7 - 10 nm) die Bezeichnung VSIOP (very small
SPIO) gebrauchlich.

Die Unterteilung der superparamagnetischen Eisenoxidpartikel kann auch anhand des
Partikelautbaus erfolgen, zum Beispiel monokristalline Eisenoxidpartikel (engl. mono-
crystalline iron oxide nanoparticles, MION), die sich jedoch nur unwesentlich von den als
USPIO bezeichneten Partikeln unterscheiden. Eine andere Bezeichnung erfolgt anhand der
Beschaffenheit des Hiuillmaterials. Ist dieses gezielt quervernetzt, spricht man von CLIO (cross

linked iron oxide).

4.1.2 Partikelautbau und -eigenschaften

Superparamagnetische  Eisenoxidkristalle haben einen Durchmesser von wenigen

Nanometern und besitzen die allgemeine chemische Formel Fe3*O3Fe?O, der sogenannten

inversen Spinell-Struktur (siche Abbildung 33 A).
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(A (C)
| Ongen M4 M: i | . Iran oxide crystals

@ Ferous iron Coating
@ Ferriciron

Abbildung 33: Schematischer SPIO-Aufbau A Spinellkristallstruktur, B SPIO-Kristall mit
mehreren magnetischen Doménen und G Vollstandiges SPIO-Kontrastmittel mit mehreren
SPIO-Kristallen und Umhitllung

Um die Eisenoxidparikel intravenos injizieren zu konnen, sind sie mit einer Umhillung
versehen. Bei grofleren Partikeln bilden mehrere Eisenoxidkristalle mit dem Hiullmaterial
Konglomerate mit Durchmessern bis zu 100 nm. Bei den kleineren MION sind einzelne
Kristalle von einer Hille umgeben (siehe Abbildung 33 C). Als Hillmaterialien finden
verschiedene Polymere, wie zum Beispiel Dextran (z.B. Endorem®, Guerbet),
Carboxydextran (Resovist®, Schering AG), Albumin, Stirke und Polyethylenglycol (z.B.
Clariscan™, Amersham) Verwendung. AuBlerdem gibt es auch liposomale Hiillmaterialien
und als monomeres Hullmaterial wurde Citrat (z.B. VSOP-C184, Ferropharm) erfolgreich in

vivo eingesetzt.
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P
<m> Magnetic domains

Abbildung 34: A SPIO ohne auBeres Magnetfeld; die magnetischen Domanen sind zufallig
verteilt. B Durch ein externes magnetisches Feld (By) werden die magnetischen Domanen
des SPIO-Kristalls entlang des Magnetfeldes ausgerichtet.

Superparamagnetismus tritt auf, wenn die Kristallregionen mit ungepaarten Spins so grof3
sind, dass sie als thermodynamisch unabhangig angesehen werden konnen. Diese
thermodynamisch unabhangigen Bereiche werden als Domane bezeichnet (siehe Abbildung
33 B) und besitzen einen magnetischen Dipol, der groBer ist als die Summe der ungepaarten
Elektronen. Ohne Magnetfeld rotieren die magnetischen Dipole der einzelnen Domainen
aufgrund der thermischen Bewegung frei und das Gesamtmagnetfeld ist, analog zu
paramagnetischen Materialien, zufillig verteilt (siehe Abbildung 34 A). Durch ein auBeres
Magnetfeld richten sich die magnetischen Dipole der einzelnen Dominen entlang dieses
Feldes aus (Abbildung 34 B). Das magnetische Moment der Dominen gibt die

Wechselwirkung der ungepaarten Elektronen wieder und ist erheblich grofler als das einer
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paramagnetischen Substanz. Die spezielle magnetische Suszeptibilitat superparamagnetischer
Eisenoxidpartikel kann deutlich grofler sein als die vergleichbarer 16slicher paramagnetischer
Substanzen. Nach dem Abschalten des auBBeren Magnetfeldes verteilen sich die magnetischen
Dipole der Dominen zufillig, so dass das magnetische Moment wieder Null wird.

Superparamagnetische Eisenoxidpartikel konnen sich also nicht magnetisch aggregieren.

4.1.3 Dosis und Bioabbau

Die im Vergleich zum Kérpereisenpool geringe Menge Eisen von 10 - 50 pmol Fe/kg, die bei
diagnostischen Untersuchungen injiziert wird, entspricht ca. 5 - 10% der Gesamteisenmenge
des Korpers. Nach der intravenosen Injektion beginnt der Abbau der Eisenoxidpartikel und

das Eisen wird in den Koérpereisenpool iiberfiihrt.

4.2 Bildbeeinflussung, relaxationsverstarkende Eigenschaften

Alle in der Magnetresonanztomographie verwendeten Kontrastmittel, sowohl
gadoliniumhaltige als auch Eisenoxidbasierte, verkiirzen die T)- und die Ts-Relaxationszeiten
des umgebenden Gewebes. Das MaB fiir die Relaxationszeit ist die Relaxivitit (T';-Relaxivitat

bzw. To-Relaxivitit) mit der Einheit L- mol™ - s

Die superparamagnetischen Eisenoxidpartikel wurden zu Beginn ihrer Verwendung in der
Magnetresonanztomographie als ,negative” Kontrastmittel verwendet, da sie wesentlich
starkere To- und Ty*verkirzende Wirkung (hohe Ts-Relaxivitit) hervorrufen, als
gadoliniumhaltige Kontrastmittel mit entsprechend stark signalminderndem Effekt, nicht nur
in Ty bzw. Ty*gewichteten Sequenzen, sondern auch in T,)-gewichteten Techniken.
Abhangig von der Partikelgrofe weisen die superparamagnetischen Eisenoxidpartikel
deutlich unterschiedliche T)- und T,-Relaxivititen auf. Ob ein superparamagnetischer
Eisenoxidpartikel bei einer bestimmten Pulssequenz eher als positives oder negatives
Kontrastmittel wirkt, wird vom Verhaltnis von T)- zu Ts-Relaxivitat (R;/R,) bestimmt.
GroBe Partikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser von ca. 50 nm und mehr haben
ein niedriges Verhaltnis der Relaxivititen und wirken demnach als negatives Kontrastmittel.
Kleine Partikel mit Durchmessern von 20 nm und weniger weisen ein hohes Verhaltnis der
Relaxivitaiten auf und konnen sowohl als positives als auch als negatives Kontrastmittel

wirken.
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Die intrazellulire Aufnahme von applizierten SPIO-Kontrastmitteln beeinflusst ihre
signalverandernde Wirkung. Zirkulieren die Partikel frei in der Blutbahn oder der
extrazellularen Flissigkeit, entsprechen ihre Eigenschaften den in vitro bestimmten. Werden
die SPIO-Partikel aber von Zellen aufgenommen (z.B. den Kupffer-Zellen in der Leber), wird

eine Steigerung des signalvermindernden Effekts beobachtet.
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4.3 Motivation der Arbeit

Im vorhergehenden Teil dieser Arbeit wurden Rezeptorspezifische-Kontrastmittel auf
Gadoliniumbasis fiir die Magnetresonanztomographie synthetisiert und im Zellversuch
getestet. In diesem Teil der Arbeit sollte geklart werden, ob die Moglichkeit besteht, gangige

superparamagnetische Kontrastmittel so zu modifizieren, dass sie rezeptorspezifisch werden.

Hierzu sollten das Peptid Minigastrin und der SPIO-Partikel AMI-25 (Endorem®, Guerbet)
miteinander verkntipft werden, so dass der Partikel anschlieBend spezifisch an den
Gastrinrezeptor bindet. Die Rezeptorspezifitat sollte anschlieBend in Zellversuchen getestet

werden.

4.3.1 AMI-25

Das als superparamagnetisches Kontrastmittel fur die Magnetresonanztomographie von
Leber und Milz zugelassene AMI-25 hat den Handelsnamen Endorem® und wird von der
Firma Guebert vertrieben. Der 4,8 bis 5,6 nm groBe Eisenoxidkristall ist mit Dextran
beschichtet und hat einen hydrodynamischen Durchmesser von 80 bis 150 nm. Die
Ts-Relaxivitat des SPIO-Partikels AMI-25 betragt 98,3 L.- mmol™ - s und die T)-Relaxivitat
betragt 23,9 L.- mmol” - s'. Nach der Injektion reichert sich AMI-25 innerhalb weniger
Minuten zu 80% in der Leber und zu 5 bis 10% in der Milz an. Die Halbwertzeit des
Partikels im Blut betragt 6 Minuten. Nach 2 Stunden ist die héchste Eisenkonzentration in
der Leber erreicht. In der Milz ist die Eisenkonzentration nach vier Stunden am gréten. Das
Eisen wird von den beiden Organen mit einer Halbwertzeit von 3 Tagen (Leber) bzw. 4
Tagen (Milz) ausgeschieden. Das Kontrastmittel wird tblicherweise mit einer Dosis von
15 pmol/Kg in 100 mL Glucose (5%ig) verabreicht und bietet dann fir To/Ty* gewichtete

Aufnahmen ein Bildgebungsfenster von 0,5 bis 6 Stunden.

4.3.2 Syntheseplanung

Der superparamagnetische Eisenoxidpartikel AMI-25 besteht aus dem Eisenoxidkristall und
der Dextranhiille. Dextran (siche Abbildung 35) ist ein schleimartiges, hochmolekulares
(M = 1,5-10" bis 510" g/mol), neutrales Biopolysaccharid aus a-D-Glucose (siche Abbildung

35) mit der Summenformel (C¢H;0Os),. In der Natur wird Dextran von Bakterien der
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Gattung Leuconostoc extrazellular innerhalb von 24 h bei 25°C enzymatisch aus Saccharose

gebildet (sieche Abbildung 35) [12, Rompp].

1,6a-D-Glucosyl) + Saccharose Dextransaccharase (1 66 1)-Glucosyl) ., + Fructose
Y n Y- n+1

OH
H O H
H
OH H
HO OH
H OH
a-D-Glucose

Monomereinheit:

(CGeH,00O5),

Abbildung 35: Glucose, Dextran und Dextrandarstellung

Dextran weist viele Hydroxylgruppen als Angriffspunkt fiir eine kovalente Bindungskniipfung
mit der primdren Aminogruppe des Gastrins auf. Eine direkte Bindungskniifung zwischen
diesen beiden Gruppen ist nicht ohne weiteres moglich, somit ist eine chemische

Umwandlung der Gruppen erforderlich.

Die Hydroxylgruppen der Dextranhiille werden durch Behandlung mit konzentriertem
Ammoniak in Aminogruppen tberfithrt. Die vollstandige Substitution aller Hydroxylgruppen
ist unter diesen brachialen Reaktionsbedingungen nicht zu erreichen. Aber es entstehen
gentugend Aminogruppen, an die das Gastrin mittels einer Thioharnstoffbriicke gebunden
werden kann. Um das Gastrin tber eine Thioharnstoftbriicke an das Dextran binden zu
konnen, muss die primare Aminogruppe am N-terminalen Ende des Gastrins in ein
Isothiocyanat tberfithrt werden. Die Umwandlung der Aminogruppe in das Isothiocyanat
geschieht mittels Di-2-piridyl-thiocarbonat (DPT) [13, Kim]|. Werden im Anschluss der
aminierte Eisenoxidpartikel und das Gastrinisothiocyanat zusammengegeben, reagiert die
Aminogruppe mit dem Isothiocyanat zu einem Thioharnstoffderivat und die kovalente

Bindung zwischen AMI-25 und Gastrin ist gekntipft.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Berechnung der Partikelkonzentration pro mL Endorem®

Fir die weitere Planung der Synthese ist es unumganglich, die Konzentration des
superparamagnetischen Eisenoxidpartikels AMI-25 pro mL Endorem® zu kennen. Da die
Partikelkonzentration im Beipackzettel des Medikaments nur als Eisengehalt pro 1 mL

angegeben ist, muss die Konzentration aus PartikelgroB3e und Dichte berechnet werden.

In der Literatur wird fir den superparamagnetischen Eisenoxidpartikel AMI-25 eine
Partikelgrole (Kristall) von 4,8 - 5,6 nm angegeben. Fir die nachfolgenden Berechnungen
wurde ein durchschnittlicher Durchmesser von d = 5,2 nm zugrundegelegt. Aus dem

Partikeldurchmesser (d) lasst sich das Partikelvolumen (V) berechnen (siche Gleichung 1).

_d_3
V—67zd

= %75(5) 2.10%m)* Gleichung 1

V=17,362-10"%m3
V=17,362-10""cm?

AMI-25 kristallisiert in der inversen Spinellstruktur und hat eine Dichte von p = 5,1 g/cm’.
Hieraus lasst sich die Partikelmasse (m) berechnen (siche Gleichung 2).

m=p-V

g Gleichung 2

_E 19 . . 10-20~m3
m—5,1Cm3 7,362 -10“"cm

m=3,755- 1019

Aus der Partikelmasse (m), der molaren Masse von Fe,OsFeO (M = 231,4 g/mol) und der
molaren Masse des Eisens (M = 55,8 g/mol) berechnet sich wie in den Gleichungen 3 und 4

gezeigt der Eisengehalt des Partikels (mpg.).

3+ Mg - 100%

T Mo,
355, 8miOl . 100% Gleichung 3
T 231,45
x=72,3%
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e, = X
Fe ™ 100%

3,755-107"9g - 72,3%
MFe = 100%

mpe =2,715- 10’19g

Gleichung 4

Mit dem Eisengehalt von 11,2 mg pro 1,0 mL Endorem® kann nun wie in Gleichung 5

gezeigt die Partikelzahl (n) pro mL AMI-25-Losung berechnet werden.

__m

1= mr.

. 11,2103 Gleichung 5
2,715-10"9g

n=4,125-10"

In einem Milliliter AMI-25-Losung sind  also  6,85:10® mol superparamagnetische
Eisenoxidpartikel enthalten. Dieser Eisenoxidpartikelgehalt entspricht einer Konzentration (c)

von:

_ . 10-8 ol
c=6,85-10 ml,

5.2 Darstellung des Gastrinisothiocyanats

X s = RT X
R;——NH, + ‘ )}\ ‘ R;—N=—C=—S +2

= X CH,CI, 4

N 0 0 N

N OH
Di-2-pyridylthiocarbonate 2-Hydroxypyridin
DPT Py-OH
TFA

Ri—N=—/C=—/7S Harz + Gastrin—N—C—S

TIS

R, = Harz-Gastrin

Abbildung 36: Darstellung des Gastrinisothiocyanats, Reaktionsgleichungen
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10 mg Harz (5°10° mol Minigastrin) in 2,0 mL Dichlormethan (CH,Cl,) wurden mit zwei
Aquivalenten Di-2-pyridylthiocarbonate (DPT, 2,326 mg, 10 10" mol) bei Raumtemperatur
versetzt und 24 Stunden gertittelt. AnschlieBend wurde abfiltriert und mit insgesamt 6,0 mL
CH,Cl, gewaschen. Zum Ablésen des Minigastrins vom Harz wurde mit 1,0 mL
Trifluoressigsaure (TTA), 100 pl. Wasser und 150 pLL Triisopropylsilan (TIS) versetzt und 24
Stunden bei Raumtemperatur gertttelt. Die Reaktionslosung wurde im Anschluss in eiskalten
Diethylether (Et,O) filtriert, viermal mit Et;,O gewaschen und schlieflich wurde das

Reaktionsprodukt (Minigastrinisothiocyanat) getrocknet.

5.3 Aminierung des AMI-25

R2_0H+ NH3 —_— RZ_NHZ + Hzo

R, = AMI-25

Abbildung 37: Aminierung des AMI-25, Reaktionsgleichung

500 pL AMI-25-Losung wurden in einen 10 kDa-Zentrifugenfilter tiberfiihrt, filtriert und finf
mal mit je 1,0 mL Wasser gewaschen. Der gewaschene Partikel wurde in 250 pl. Wasser
aufgenommen, mit 160 pL. konzentriertem Ammoniak (NHj konz.) versetzt und 24 Stunden
bei Raumtemperatur geriittelt. Nach Uberfiihrung des Reaktionsgemisches in einen
10 kDa-Zentrifugenfilter wurde filtriert und finf mal mit je 2,0 mL Wasser gewaschen.
AnschlieBend wurde der aminierte, superparamagnetische Eisenoxidpartikel in 400 pL

Wasser aufgenommen.
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5.4 Darstellung des Gastrin-AMI-25

S
R,—N—C—S + H,N—R, — » Ri JL AR
1 2 2 NH NH

R1 = Miniastrin

R, = AMI-25

Abbildung 38: Darstellung des Minigastrin-AMI-25, Reaktionsgleichung

Aminierter Eisenoxidpartikel (ca. 3,475:10° mol) in 400 pL. Wasser, Minigastrin-NCS (ca.
510 mol) in 400 uL. Wasser und 100 pL Diisopropylethylamin (DIPEA) wurden 24 Stunden
bei  Raumtemperatur  geriittelt. =~ Nachdem das  Reaktionsgemisch in  einen
10 kDa-Zentrifugenfilter tberfithrt worden ist, wurde filtriert und fiinf mal mit je 2,0 mL
Wasser gewaschen und in 400 pl. Wasser aufgenommen. Zur Stabilisierung des gastrinierten
superparamagnetischen FEisenoxidpartikels wurde funf mal mit je 2,0 mL Manitol

(61,3 mg/mL) gewaschen und anschlieBen in 200 pl. Manitol aufgenommen.

5.5 Bindungsversuch mit CCK/2-Zellen

Die rezeptorspezifische Bindung der minigastringekoppelten, superparamagnetischen
Eisenoxidpartikel an den Gastrinrezeptor wurde in einem Bindungsversuch mit
CCK/2-Zellen getestet. Bei dem Bindungsversuch wurde radioaktiv mit In-111 markiertes
Minigastrin-DTPA als spezifisch an den Gastrinrezeptor bindende Substanz und der
gastringekoppelte, superparamagnetische Eisenoxidpartikel als Blocksubstanz verwendet, so
dass bei erfolgreicher rezeptorspezifischer Bindung des gastrinierten Eisenoxidpartikels an
den Gastrinrezeptor ein deutlicher Unterschied bei der Rezeptorbindung des radioaktiv
markierten Gastrins zu sehen sein musste. Die Durchfiihrung des Bindungsversuches war

ahnlich zu den oben beschriebenen Bindungsstudien mit CCK/2-Zellen.

Zunachst wurden 2,0 pL. Minigastrin-DTPA in 50 pLL NaOAc (0,5-M, pH = 5,4) mit
7,4 MBq ""'InCl; (16 pL) bei 37°C 30 min inkubiert. Nach anschlieBender Qualitatskontrolle
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tiber Sep-Pac® C-18 Cartridge wurde die Menge von je 1 Million Counts '''In-Mini-

gastrin-DTPA (Gammacounter) fiir jedes Well bestimmit.

Die in 6-Well-Platten ausgesaten CCK/2-Zellen wurden durch Absaugen von ihrem
Medium befreit und anschlieBend mit 1,0 mL Reaktionslosung (0,01 g BSA pro 1,0 mL
DMEM) pro Well versehen. Zu drei der sechs Wells wurden je 10 pL der
Eisenoxidpartikellosung als Blocksubstanz gegeben. AnschlieBend wurde je 1 Million Counts
"n-Minigastrin-DTPA (mit dem Gammacounter bestimmt), in alle Wells gegeben und eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Losung abgesaugt und je
1,0 mL PBS in alle Wells gegeben. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt,
anschlieBend wurde abgesaugt. Zum Ablosen der Zellen wurde nun je 1,0 mL MOPS-Triton
zu den Zellen gegeben und 10 min bet Raumtemperatur geschiittelt. Die abgelosten Zellen

wurden in Rohrchen uberfiihrt und die Zahlraten mit dem Gammacounter bestimmdt.

Zur Uberpriifung der Vorgehensweise und der Qualitit der Zellversuche wurde parallel ein
Zellversuch mit CCK/2-Zellen, Minigastrin als Blocksubstanz und radioaktiv mit In-111

markiertem Minigastrin-DTPA durchgefiihrt.

Der Vergleich der Zihlraten zwischen mit dem Eisenoxidpartikel als Blocksubstanz
versehenen (geblockten) Wells und nur mit radioaktiv markierten Minigastrin-DTPA-Derivat
versehenen (ungeblockten) Wells ist dann das MaB fir die Bindung an den Gastrinrezeptor
der CCK/2-Zellen. Je groBer die Differenz der Zahlraten, desto besser ist die
Rezeptorbindung, wobei die Zahlrate der ungeblockten Wells (spezifisch an den Rezeptor
gebundenes '''In-Minigastrin-DTPA) grofBer sein sollte als die Zahlrate der geblockten Wells
(unspezifisch an die Zellen gebundenes '''In-Minigastrin-DTPA).

Blocksubstanz spezifische Bindung unspezifische Bindung
AMI-25-Gastrin 447,7 £7,8 cpm 494,7 +48,8 cpm
Minigastrin (Kontrolle) 546,7 £65,8 cpm 201,0 £34,6 cpm
AMI-25-Gastrin 3037,4 £343,4 cpm 2698,4 £72,2 cpm

Tabelle 12: Bindungsversuch AMI-25-Gastrin mit CCK/2-Zellen

Die in Tabelle 12 aufgefiihrten Ergebnisse der Bindungsversuche (2 x AMI-25-Gastrin und
1 x Kontrolle) zeigen keinen einheitlichen Trend. Die Kontrolle mit Minigastrin als
Blocksubstanz zeigt eine um den Faktor 2,7 hohere spezifische Bindung an den

Gastrinrezeptor als die unspezifische Bindung an die CCK/2-Zellen. Der erste
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Bindungsversuch mit AMI-25-Gastrin als Blocksubstanz zeigt dhnliche Zéhlraten, wie der
Kontrollversuch, aber keinen signifikanten Unterschied zwischen spezifischer und

unspezifischer Bindung.
Beim zweiten Bindungsversuch fallen zunachst die um den Faktor 10 erh6hten Zahlraten im

Vergleich zum Kontrollversuch und dem ersten Bindungsversuch auf. AuBlerdem ist auch

eine geringfiigig hohere Zahlrate (Faktor 1,1) bei der spezifischen Bindung zu beobachten.
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6 Ergebnisse und Zusammenfassung

Auf dem in diesem Teil der Arbeit beschriebenen Weg ist es prinzipiell moglich,
peptidbasierte, rezeptorspezifische, superparamagnetische Kontrastmittel fiir die Magnetreso-

nanztomographie zu synthetisieren.

Die kovalente Anbindung des zur Verfiigung stehenden Peptids, dem Minigastrin, an die
Dextranhiille des superparamagnetischen Eisenoxidpartikels AMI-25 (Endorem®, Guerbet)
gelang, nach chemischer Umwandlung der freien Aminogruppe des Minigastrins in ein
Isothiocyanat und der Aminierung der Hydroxylgruppen der Dextranhiille des SPIOs, ohne
Probleme. Bei dem beschrittenen Syntheseweg konnte mangels geeigneter Analysemethode
keine Aussage tiber das Verhaltnis von Eisenoxidpartikel und an ihn gebundenem Peptid
getroffen werden. Es ist aber anzunehmen, dass sich das Peptid statistisch auf die

vorhandenen Eisenoxidpartikel verteilt und an sie bindet.

Der Zellversuch zur Rezeptorbindung des gastringekoppelten, superparamagnetischen
Eisenoxidpartikels mit CCK/2-Zellen verlief nicht zufriedenstellend, da die Rezeptor-
spezifitat nicht zweifelsfrei geklart werden konnte. Dennoch legen die Ergebnisse des Zellver-
suchs die Vermutung nahe, dass es prinzipiell moglich ist superparamagnetische Eisenoxid-

partikel auf diesem Weg rezeptorspezifisch zu machen.

Eine endgtltige Beurteilung der Eignung des auf dem beschriebenen Weg synthetisierten
gastringekoppelten, superparamagnetischen Eisenoxidpartikels als rezeptorspezifisches
Kontrastmittel fir die Magnetresonanztomographie ist anhand dieser Arbeit nicht moglich,
lieBe sich aber durch weitere Tests, fir die in dieser Arbeit im Rahmen dieses Nebenprojektes

keine Zeit war, durchaus erbringen.
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7 Einleitung

7.1 Gentherapie

In den letzten Jahrzehnten hat sich die Gentherapie als potenzielle Moglichkeit zur Therapie
von verschiedenen Krankheiten herausgestellt und wird in vielen klinischen und pra-

klinischen Studien untersucht.

Die Gentherapie, der Transport von RNA oder DNA in eukariontische Zellen, ist also ein
vielversprechender Ansatz, Krankheiten (z.B. Mukoviszidose) zu behandeln. Die folgenden

Punkte sind entscheidend fir jedes Gentransfersystem [14, Kunath]:

* Bindung an Zielzellen

* Internalisierung

* Endosomale Ausschleusung (endosomal escape)

* Freisetzung der therapeutischen DNA oder RNA

* Einschleusung der therapeutischen DNA oder RNA in den Zellkern

Es gibt viele Ansitze fiir die Gentherapie, die je nach der Art unterschieden werden kénnen,

wie das genetische Material dem Patienten verabreicht wird [15, Ledley]:

e zellbasierte Therapie
* virushasierte Therapie
* plasmidbasierte Therapie

* Therapie mit synthetischen Gentransfersystemen

Die zellbasierte Gentherapie wird oft als ex-vivo Therapie bezeichnet, da das genetische
Material auBBerhalb des Korpers in Zellen eingeschleust wird. Fir die zellbasierte Therapie
wird therapeutische DNA auBlerhalb des Korpers in Zellen, die dem Patienten vorher
entnommen wurden, eingeschleust. Die so veranderten Zellen werden anschlieBend durch
Transplantation oder Infusion wieder in den Patienten gebracht und koénnen dort fir die

Lebenszeit dieser Zellen wirken.

Bei der virusbasieten Therapie macht man sich die hochentwickelten Wege zur Infektion von

Viren zu nutze, um therapeutische Gene effizient in den Korper zu bringen. Hierzu werden
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abgeschwachte oder defekte (schadhafte, fehlerhafte) Viren genutzt, die therapeutisches
Genmaterial auf dem Weg einer Infektion in Zellen bringen, sich aber nicht vermehren und
keine viralen Krankheiten auslosen konnen. Verschiedene virale Vektoren wurden fiir die

Gentherapie entwickelt und werden derzeit in klinischen Studien untersucht:

¢ retrovirale Vektoren
¢ adeno-assoziierte Vektoren

¢ adeneovirale Vektoren

Retrovieren waren die ersten viralen Vektoren, die fur die Gentherapie genutzt wurden, und
sind bis heute die am meisten in klinischen Studien untersuchten. Retrovieren sind RNA
Vieren, die die Fahigkeit besitzen, ihre Gene dauerhaft durch eine Infektion in die
Chromosomen der Wirtszelle einzufiigen. Theoretisch gibt es Bedenken wegen potentieller
Gefahren bei der Anwendung von Retrovieren. So konnte eine zuféllig in ein Chromosom
einer Wirtszelle eingefuigte Gensequenz Mutagenese oder Onkogenese auslosen. Desweiteren
neigen Retrovieren dazu, mit anderen Vieren oder RNAs zu rekombinieren, was zu
fortpflanzungsfahigen Retrovieren mit unbekannten Eigenschaften fithren kann. Dieses
wurde wahrend praklinischen Studien und wahrend der Herstellung von Retrovieren aber

noch nicht in klinischen Studien beobachtet.

Adeno-assoziierte Viren (AAV) sind DNA Viren, die in der Lage sind, ihr Genom permanent
und spezifisch in die Chromosomen einer Wirtszelle einzufiigen. Als DNA Vieren sind AAV
weniger anfallig fiir Rekombination. Das Hauptproblem bei der Gentherapie mit AAV ist die

Produktion von fiir die Therapie ausreichenden AAV-Mengen.

Aufgrund der hohen Effektivitat der adenoviralen Infektion, sowohl in vitro als auch in vivo,
ist der adenovirale Vektor im Vergleich zu den beiden anderen viralen Vektoren der Beste.
Im Gegensatz zu den AAV figen die adenoviralen Vektoren ithre DNA nicht in die
Chromosomen der Gastzellen ein. Sie bleiben im Kern als extrachromosomales Element
(Episom). Da adenovirale Vektoren abgeschwachte Vieren nutzen, die verschiedene virale
Proteine expremieren, wird eine toxische Wirkung beobachtet, die auch die Hauptbeschran-
kung dieses Vektors ist. Eine weitere Beschrankung bei der Anwendung des adenoviralen
Vektors sind Immunreaktionen und Entziindungen in Gewebe, das durch diesen Vektor
angegriffen wird. AuBerdem reagiert das Immunsystem auch auf die zur Therapie

eingesetzten Adenovieren.
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Plasmidbasierte Ansitze zur Gentherapie, oft als ,nichtvirale Gentherapie” bezeichnet,
beinhalten die direkt Gabe von reiner DNA oder DNA Formulierungen in den Patienten. Die
am intensivsten untersuchte Methode der plasmidbasierten Gentherapie ist die Gabe von
DNA, die in Lipide eingeschlossen ist. Der Prototyp eines kationischen, peptidbasierten
Gentransportsysthems enthdlt DOTMA (1,2-Dioleoyloxypropyl-3-trimethylammonium-
bromid) und DOPE (Dioleoylphosphatidylethanolamin). Die nichtviralen Gentherapievektor-
en besitzen theoretisch einige Vorteile gegeniiber den viralen Vektoren: ihre offensichtliche
Sicherheit (keine Immunreaktion und keine virale Rekombination) und ihre geringeren
Produktionskosten. Ein weiterer Vorteil von nichtviralen Gentherapievektoren ist die sichere,
einfache und reproduzierbare Synthese. Nachteile der nichtviralen Gentherapievektoren sind
zum einen ihre geringere Effektivitit bei der ,,Genlieferung” im Vergleich zu viralen
Vektoren und zum andern koénnen mit nichtviralen Vektoren nicht so hohe Level der

Genexpression wie bei viralen Gentherapievektoren erreicht werden.

Andere synthetische Gentransfersysteme, wie zum Beispiel Liposomen und Polymere, werden
im Hinblick auf thre Nutzung in der Gentherapie untersucht. [16, De Smedt] Hierbei wird
bei den Polymeren den kationischen Polymeren, zum Beispiel Polyethylenimmin (PEI), die in
der Lage sind, groe Gene zu kleineren Strukturen zu kondensieren und aulerdem auch die
negative Ladung der DNA maskieren, besondere Aufmerksamkeit zu Teil. Diese Eigenschaft-

en des PEIs entsprechen den Anforderungen fiir die Transfektion der meisten Zellarten.

Eine wichtige Anforderung an diese synthetischen, makromolekularen Gentransfersystheme
1st, dass sie sich nicht im Korper anreichern und somit auch keine toxischen Reaktionen im
Korper auslosen. [17, Petersen] (Die Ausscheidung der Polykationen als Funktion der Zeit ist
also sehr wichtig.) Es wurde berichtet, dass sich kationische Makromolekiile und ihre
Komplexe meist in der Leber oder der Niere anreichern. Desweiteren ist bekannt, dass
hydrophile Substanzen mit kleineren Molekulargewichten durch die Nieren ausgeschieden
werden, wenn ihr Molekulargewicht kleiner als 30 kDa ist. Makromolekulare Gentransporter
mit hoherem Molekulargewicht miissen metabolisiert werden, bevor sie ausgeschieden
werden konnen. Synthetische Makromolekiile konnen im Gegensatz zu natirlichen
Makromolekiilen oft nicht enzymatisch gespalten werden. Die Gefahr der Anreicherung der
kationischen Polymere im Koérper macht es notwendig genau zu wissen, wie sie sich im

Korper verteilen.
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7.2 Ziel der Arbeit

Wie oben erwihnt ist bei der Gentherapie mit kationischen Polymeren darauf zu achten, dass
diese nicht im Korper angereichert werden. Eine relativ einfache Methode den Verbleib
eines Molekils im Korper zu verfolgen, ist seine Visualisierung in radiologischen Bildge-

bungsverfahren, wie z.B. MRT oder SPECT.

Das Ziel dieser Arbeit ist die chemische Veranderung des PEIs, eines kationischen Polymeres,
so dass es fir diese Bildgebungsverfahren zuganglich ist. Hierzu sollte das PEI-Molekiil mit
einem Chelator, Diethylentriaminpentaessigsaure (DTPA), versehen werden, damit es nach
anschlieBender Komplexierung mit Indium-111 oder Gadolinium fir SPECT bzw. MRT

sichtbar ist.
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7.3 PEI Chemie

Polyethylenimmine (PEI) ist ein Polymer (siche Abbildung 39), das in zwei verschiedenen
Formen vorkommt: der linearen und der verzweigten. Basiseinheit beider Formen sind zwei

CH,-Gruppen gefolgt von einem Stickstoffatom.
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2-Substituiertes 2-Oxazoline lineares PEI

Abbildung 39: Strukturen von PEI und seinen Edukten

Das verzweigte PEI wird ausgehend vom Aziridine (siche Abbildung 39) durch kationische
Polymerisation uber einen Kettenwachstumsmechanismus gewonnen, wobel die
Verzweigungen von der Interaktion zweier wachsender Polymerketten herrtihren. Das
Polymerwachstum endet durch ,back bitting” oder intramolekularer makrozyklischer
Ringbildung [18, Godbey]. Das lineare PEI wird auch durch kationische Polymerisation,
aber ausgehend von einem 2-substituierten 2-Oxazoline Monomer (siche Abbildung 39),
gewonnen. Das Produkt (z.B. lineares Poly(N-formalethylenimmin)) wird hydrolysiert, um
lineares PEI zu erhalten. Lineares PEI kann auch auf dem gleichen Reaktionsweg wie das
verzweigte PEI erhalten werden, allerdings muss die Polymerisation hierzu bei relativ

niederen Temperaturen ablaufen. Diese Reaktion liefert dann lineare PEI-Molekiile héheren
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Molekulargewichtes (bis zu 25 kDa), die hierbei durch Ausfallung vom verzweigten PEI
getrennt werden. Verzweigtes PEI hat sich als erheblich besser geeignet fur die
Zelltransfektion herausgestellt und ist somit das Mittel der Wahl fir PEI, welches fir den

Gentransfer genutzt wird.

Verzweigtes PEI enthialt neben den Ethylenbriicken sowohl primére, als auch sekundére und
tertiare Amine. Da jedes dieser Amine protoniert werden kann, ist PEI dber einen weiten
pH-Bereich ein guter Puffer. Kommerziell erhaltlich ist PEI von drei verschiedenen Firmen.

Das Molekulargewicht des PEIs ist dabei abhdngig vom jeweiligen Lieferanten.
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8 Experimenteller Teil

Im nachfolgenden Kapitel wird zundchst auf die Synthese und im Anschluss auf die Analysen

der PEI-DTPA-Derivate eingegangen.
8.1 Allgemeine Betrachtungen zur Synthese der PEI-DTPA-Derivate

Um Polyethylenimmin (PEI) radioaktiv mit Indium-111 markieren zu konnen, wurden PEI
und Diethylentriaminpentaessigsaure (DTPA, siehe Abbildung 40) als Chelator fir das

dreifach positiv geladene Ion '''In** miteinander kovalent verbunden.

(0]
(@] OH
OH
N (@]
N/\/ \/\N/\*’/
HO HO OH
(@] (@]
C14H23N3010
393,346 g/mol

Abbildung 40: DTPA

Als ,,Angriffspunkt” fir die Kopplung wurden auf der einen Seite die freien, primaren
Aminogruppen des PEIs genutzt. Um bei der Bindungskniipfung keine der finf
Essigsauregruppen der DTPA zu verlieren und somit weiterhin eine optimale octaedrische
Struktur des DTPA-In**-Komplexes [19, Micke] zu ermoglichen, wurde keine Amidbindung
zwischen einer der Essigsauregruppen und einer Aminogruppe des PEIs gekniipft. Statt der
DTPA wurde die para-Isothiocyanato-benzyl-diethylentriaminpentaessigsaure
(p-SCN-Bz-DTPA, siehe Abbildung 41) genutzt, so dass die Bindungsknupfung tiber das

Diethylentriamin-Gertst der DTPA, durch Bildung eines Thioharnstoffs zu Stande kommt.
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Abbildung 41: p-SCN-Bz-DTPA

8.2 Synthese der PEI-DTPA-Derivate

Zu Beginn der Arbeit wurden drei PEI-DTPA-Derivate synthetisiert, die sich in ihrem
DTPA-Gehalt unterscheiden.

Hierzu wurden jeweils 10 mg PEI (Sigma, mittleres Molekiilgewicht ca. 60000 kDa) in
1,00 mL Wasser (H,O) gelost. Zu diesen Losungen wurden 5, 10 bzw. 15 mg
p-SCN-Bz-DTPA -3 HCI (Macrocyclics) gegeben und der pH-Wert der Reaktionslosungen
mit Diisopropylethylamin (DIPEA) auf 8 eingestellt. Nach zweistiindigem Schiitteln bei
Raumtemperatur wurden die Ansitze in 10 kDa-Filter (Ultrafree®-4, Centrifugal Filter Unit,
Millipore) tiberfiihrt und 30 min zentrifugiert (4000 min™). AnschlieBend wurde fiinf mal mit
je 1,0 mL Natriumacetatlosung (NaOAc, 0,5-M, pH = 5,4) zentrifugiert. Die schweren
Fraktionen (>10 kDa) wurden dann in je 1,0 mL NaOAc (0,5-M, pH = 5,4) aufgenommen.

Dieser Arbeitsschritt wird im Folgenden als Umpuffern bezeichnet.
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8.3 Analysen

Im Anschluss an die Synthesen wurden die Reaktionsprodukte verschiedenen Analysen
unterzogen, die Aufschluss dariiber geben sollten, ob und wenn ja wieviel p-SCN-Bz-DTPA
ans PEI gebunden wurde.

8.3.1 UV/Vis-Analyse (Reaktionskontrolle)

Um den Erfolg der Kupplungsreaktion zu bestitigen, wurden von den Reaktionsprodukten

und vom PEI UV /Vis-Spektren aufgenommen (siche Abbildung 42).

4,0+

3,51

3,0
PEI + 10 mg p-SCN-Bz-DTPA

PEI + 5 mg p-SCN-Bz-DTPA

\
\
1
\
|
|
\ —— PEI
B |
1
2,5 !

2,0 1

1,54

Absorption

1,0 1

0,5

0,0

-0,5

T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500

Wellenlange in nm

Abbildung 42: UV/Vis Spektren der Kopplungsprodukte

Die UV/Vis-Spektren zeigen eindeutig, dass eine Kopplung zwischen dem PEI und der
p-SCN-Bz-DTPA stattgefunden hat. In den UV/Vis-Spektren der Kupplungsprodukte ist
eine Absorptionsbande zwischen 260 und 350 nm zu erkennen. Diese Absorption rihrt von
der N-Phenylthioharnstoff-Gruppe her, iiber die die DTPA an das PEI gekoppelt wurde. Die
im Vergleich zum 5 mg Ansatz doppelt so grole Peakfliche des 10 mg Ansatzes legt die
Vermutung nahe, dass auch doppelt so viel p-SCN-Bz-DTPA an das PEI gebunden wurde.
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8.3.2 Radioaktive Probemarkierung (Reaktionskontrolle)

Von jedem Ansatz wurden radioaktive Probemarkierungen mit '''Indium(IIl)chlorid
(""InCls) durchgefithrt. Hierzu wurden jeweils 10 ul der Produktlésung (siehe oben), 8 ul
NaOAc (0,5-M, pH = 5,4) und 0,1 pCi "'InCl; (ca. 2,0 pl) bei 40° C 30 min inkubiert.
AnschlieBend wurde sdulenchromatographisch tber eine PD10/G25-Desalting-Culum
(Amersham Pharmacia Biotech) getrennt (Laufmittel: NaOAc [0,5-M, pH = 5,4], 20
Fraktionen a 13 Tropfen). Die erhaltenen Fraktionen wurden mit je 5,0 ml
Liquid-Scintillation-Coktail versetzt und jeweils 5 min im Liquid-Scintillation-Counter (LSC,
Minaxi Tri-Carb® 4000 Series, United Technologies Packard®) gemessen. In den
Chromatogrammen (siche Abbildung 43) sind bei allen Ansitzen (5, 10 und 15 mg
p-SCN-Bz-DTPA) zwei Peaks zu beobachten. Der Peak mit dem Maximum bei Fraktion 6
zeigt das mit '"'In’" markierte Kopplungsprodukt. Der zweite, breitere Peak mit dem

Maximum bei Fraktion 12 riihrt von freien, unkomplexiertem '''In** her.

20000

-------- PEI + 5 mg p-SCN-Bz-DTPA
15000 - | I IR PEI + 10 mg p-SCN-Bz-DTPA
R —— PEI + 15 mg p-SCN-Bz-DTPA

10000 —

CPM

5000 —

20

Fraktion

Abbildung 43: Probemarkierung
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8.3.3 UV/Vis-Analyse

Nachdem der Erfolg der Kopplung sowohl durch UV/Vis-Spektroskopie als auch durch die
radioaktive Probemarkierung, nachgewiesen worden ist, wurde nun mittels der
UV/Vis-Spektroskopie die Menge der ans PEI gebundenen D'TPA fiir den Ansatz mit 10 mg
p-SCN-Bz-D'TPA bestimmt.

Fir die UV/Vis-Analyse wurde N-Phenylthioharnstoff (siche Abbildung 44) als Standard
genutzt, da seine Struktur mit der Struktur der Bricke, iiber die die DTPA mit dem PEI

verbunden ist und die fiir die Absorption verantwortlich ist, ibereinstimmt.

NH

T

S

NH,

C,H,N,S

152,22 g/mol

Abbildung 44: N-Phenylthioharnstoff

Die Absorptionsmaxima (siche Abbildung 45) des gewdhlten Standards und der
Zielverbindung liegen bei ca. 266 nm, wahrend sowohl das PEI als auch das Losungsmittel

(Wasser) in diesem Bereich keine signifikante Absorption aufweisen.
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Abbildung 45: UV/Vis-Uberblick

Fir die Kalibriergerade wurden 0,1036 g N-Phenylthioharnstoff in 100 mL. Wasser gelost
(6,806 10" mol/L). Aus dieser Losung wurden durch verdiinnen mit Wasser Losungen
verschiedener N-Phenylthioharnstoffkonzentration hergestellt und in einem Wellenlangenbe-
reich von 190 nm bis 450 nm gegen Wasser als Referenz gemessen. AnschlieBend wurden die

N-Phenylthioharnstoff Stoffmengen in mol und die Peakflachen der Absorptionsbanden
gegeneinander aufgetragen (siche Abbildung 46).
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Peakflache in AU
=
]
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T Linear Regression:
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8 4
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1 A 0,64487 0,17881
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] R SD N P
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Abbildung 46: Kalibriergerade

Fir die Bestimmung des DTPA-Gehaltes der Losung des 10 mg p-SCN-Bz-D'TPA Ansatzes
wurden 10 pL dieser Losung mit Wasser auf 1,0 mL aufgefillt und ebenfalls gemessen. Es
ergab sich eine Absorptionsbandenpeakflache von 12,445. Durch Einsetzten in die
Kalibriergeradengleichung konnte nun ein N-Phenylthioharnstoff-Gehalt von 1,518 107 mol
pro 10 pL. Losung berechnet werden. Folglich enthalten 1,0 mL Losung 1,518 10” mol
N-Phenylthioharnstoff. Diese Stoffmenge N-Phenylthioharnstoff simmt im Rahmen von
Messungenauigkeit und Wagefehlern ziemlich genau mit der eingesetzten Stoflmenge

p-SCN-Bz-DTPA von 1,539 '10” mol (10 mg) iiberein (siche Tabelle 13).

eingesetzte Stoffmenge A
p-SCN-Bz-DTPA in mol 1,539-10
experimentell bestimmte Stoffmenge 1518-10°
N-Phenylthioharnstoft in mol ’

Tabelle 13: Stoffmengen

Es kann also festgestellt werden, dass praktisch die gesamte -eingesetzte Menge

p-SCN-Bz-DTPA tber die N-Phenylthioharnstoftbriicke an das PEI gebunden hat.
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8.3.4 Ermittlung der maximalen Indium(II)-Aufnahme

Mit den nachfolgenden Analysen soll die Stoffmenge an In** bestimmt werden, die maximal
von den zuvor synthetisierten PEI-DTPA-Derivaten aufgenommen (komplexiert) werden

kann.

Hierzu wurden die PEI-DTPA-Derivate mit InCl;-Losung (mit 0,1 pCi In-111 pro Analyse
getracert) 30 min bei 40°C inkubiert und anschlieBend tber PD10/G25-Desalting-Culums
getrennt (Laufmittel: NaOAc [0,5-M, pH = 5,4], 20 Fraktionen a 13 Tropfen). Die
erhaltenen Fraktionen wurden mit je 5,0 mL Liquid-Scintillations-Coktail versetzt und jeweils
5 min im Liquid-Scintillation-Counter (LSC, Minaxi Tri-Carb® 4000 Series, United
Technologies Packard®) gemessen. Die resultierenden Chromatogramme (siche: Abbildung
47) zeigen zwei Peaks. Der als erstes eluierte Peak ist das PEI-DTPA-Derivat, das In**
komplexiert hat. Der an zweiter Stelle im Chromatogramm erscheinende Peak rihrt von

unkomplexiertem In** her.

PEI + 15 mg p-SCN-Bz-D'TPA, 50 pl InCl,
18000 —
16000 —
[22.10.2002 17:14 “/Graphl” (2452569)]
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14000 | Weight given by Datal_C error bars.
Chin2 51,27436
R"2 0,98966
12000 -1 Peak Area Center Width Height
1 1 23718 5,8732 11,1631 16270
2 33688 10,156 3,5232 7629,2
10000 —
Yoffset = 0
E .
O 8000 —
6000 —
4000 —
2000 H
O T4
0 5 10 15 20
Fraktion

Abbildung 47: Beispielchromatogramm
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Steigert man die Indiummenge immer weiter, so sollte die Stoffmenge des komplexierten
Indiums in eine Sittigung laufen. Die Sattigungskonzentration entspricht dann der maximal
von den PEI-DTPA-Derivaten aufnehmbaren (komplexierbaren) Indiummenge, die im

Idealfall gleich der Chelatormenge sein sollte, die an das PEI gekoppelt worden ist.

Als erstes wurde untersucht, ob es einen Unterschied in der aufgenommenen Indiummenge
zwischen PEI und einem synthetisierten PEI-DTPA-Derivat gibt. Hierzu wurden 50 pL
NaOAc (0,5-M, pH = 5,4), unterschiedliche Mengen einer InCls-Losung (3,777 -10” mol/L),
0,1 pCi In-111 und je 50 pL. PEI (10 mg pro 1,0 mL. NaOAc [0,5-M, pH = 5,4]) bzw. 50 pL.
PEI+15 mg p-SCN-Bz-DTPA (10 mg pro 1,0 mL NaOAc [0,5-M, pH = 5,4]) bei 40°C
30 min inkubiert und anschlieBend wie oben beschrieben iiber PD10/G25-Desalting-Colum
saulenchromatographisch getrennt und gemessen. Zur Veranschaulichung wurde die

eingesetzte Stoffmenge In’* gegen die gebundene (komplexierte) Stoffmenge In** aufgetragen

(siehe Abbildung 48).

1E-4 o .
] Ubersicht:
] 50 puLL PEI bzw. PEI + 15 mg p-SCN-Bz-DTPA
| in NaOAc (0,5-M, pH = 5,4)
1E5 50 uLL. NaOAc (0,5-M, pH = 5,4)
InCl, (3,777*10” mol/L)
i) ] i
g ] o
R= .
5 1E-6 5 B
& 1 6
S| ] |
L e}
e} -
g
=t i
e
& 1E-7 =
] o s PEI
] . e  PEIl5mg
1E-8 . —r . —r
1E-7 1E-6 1E-5
. 3+ .
eingesetztes In” in mol

Abbildung 48: PEI und PEI + 15 mg p-SCN-Bz-DTPA
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Die Auftragung der gebundenen In**-Menge fiir das reine PEI und das PEI-DTPA-Derivat
mit 15 mg p-SCN-Bz-DTPA zeigt deutlich, dass sowohl das PEI als auch das
PEI-DTPA-Derivat unter diesen Bedingungen ahnlich, wenn nicht sogar gleich viel In’**

binden.

Aufgrund dieser Tatsache wurde die Arbeitsvorschrift dahingehend gedndert, dass der
Markierungsansatz nach der dreiffigminiitigen Inkubationszeit in einen 10 kDa-Filter
(Ultrafree®-4, Centrifugal Filter Unit, Millipore) iiberfiihrt und 25 min zentrifugiert
(4000 min"') wurde, um das unkomplexierte In** von dem komplexierten zu trennen.
Zusatzlich wurde anschlieBend viermal mit je 100 uL. NaOAc (0,5-M, pH = 5,4) gewaschen.
Hierzu wurden die 100 pl. NaOAc (0,5-M, pH = 5,4) in den 10 kDa-Filter gegeben, dann
wurde 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend wurde 25 min zentrifugiert
(4000 min™). Das Ziel dieser ,,Waschung” war die Entfernung von schwach im PEI-Geriist
des PEI-DTPA-Derivats gebundenen In**. Den Erfolg dieser MaBnahme, eine um den
Faktor 5 bis 9 verminderte gebundene In’*-Menge, kann man deutlich in der Auftragung

(sieche Abbildung 49) und in der Tabelle (siche: Tabelle 13) sehen.

Analyse Stoffmenge In** in mol
Methode eingesetzt gebunden
ohne Waschen P 6,716-10°
A mit Waschen 1,885-10 1,145-10®
ohne Waschen © 1,924 -10°
B mit Waschen 2,644:10 1,986 107

Tabelle 13: Vergleich der gebundenen In** Stoffmengen
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1E-5 5
e PEI .
e  PEIl5mg
s PEIl5mg4 .

1E6 mg4xgew r

in mol
[oRu}
o
(@]

3+ .

5 1E7 o g
wn 9 ©
)
=
s g
=
2 A .
@0 1E-8 A Ubersicht:
3 a 50 pLL PEI bzw. PEI + 15 mg p-SCN-Bz-DTPA
in NaOAc (0,5-M, pH = 5,4)
a 50 pL. NaOAc (0,5-M, pH = 5,4)
InCl, (3,777%10° mol/L)
1E-9 —————— T —— T ————— ]
1E-8 1E-7 1E-6 1E-5 1E-4

. 3+ .
eingesetztes In” in mol

Abbildung 49: PEI-DTPA-Derivat 4 mal gewaschen

Fiir die nachfolgenden Analysen zur In**-Aufnahme der PEI-DTPA-Derivate wurde der
Ansatz mit 10 mg p-SCN-Bz-DTPA genutzt, da durch die Reduzierung der
p-SCN-Bz-DTPA-Menge im Vergleich zum Ansatz mit 15 mg p-SCN-Bz-DTPA, bei den
nicht unerheblichen Preisen der p-SCN-Bz-D'TPA, die Kosten um ein Drittel reduziert

wurden.

Als nichstes wurde die pH-Abhingigkeit der In**-Aufnahme untersucht. Hierzu wurde wie
oben beschrieben vorgegangen, mit dem einzigen Unterschied, dass der Markierungslosung
eine im Vergleich zur In’*-Stoffmenge gleich groBe Menge Ethylendiamintetraessig-
saure-Losung (EDTA-Losung) zugesetzt wurde. Die EDTA-Zugabe soll verhindern, dass In**
an das PEI-Geriist gebunden wird. Da der resultierende In**-EDTA-Komplex kleiner als

10 kDa ist, wird er beim Waschen entfernt und somit wie freies In** gewertet.

Die pH-Abhingigkeit der In**-Aufnahme wurde bei drei verschiedenen pH-Werten mit zwei
verschiedenen Losemitteln untersucht (siehe Tabelle 14). Die Auftagung der

Analysenergebnisse (siehe: Abbildung 50) zeigt, dass die In**-Aufnahme einer deutlichen
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pH-Abhangigkeit unterliegt. Je geringer der pH-Wert der Markierungslosng ist, desto mehr

In’* wird, bei gleicher eingesetzter In**-Menge, an das PEI-DTPA-Derivat gebunden.

Losemittel Konz;r:)tlr/aﬁ onin pH-Wert
NaOAc 0,5 5,4
HOACc 0,5 4,1
HOACc 0,5 2,6

Tabelle 14: Losemittel

in mol

3+

gebundenes In

1E-6

pH-Abhéngigkeit

1E-7

1E-8

1E-9

1E-10

1E-11

1E-12

1E-13
1E-12

1E-11

1E-10

1E-9

. 3+ .
eingesetztes In” in mol

NaOAc (0,5-M, pH=5,4)
HOAC (0,5-M, pH=4,1)
HOACc (0,5-M, pH=2,6)

1E-8

1E-7

1E-6

1E-5

Abbildung 50: pH-Abhangigkeit

Im Anschluss an die vorhergegangenen Analysen wurde nun mit HOAc (0,5-M, pH = 2,6)

als ,,Losemittel” fir alle weiteren Analysen, zur Ermittlung der maximalen Indiummenge, die

das PEI-DTPA-Derivat binden kann, fortgefahren. D.h. das PEI-DTPA-Derivat wurde fiir

die Analysen mit diesem Losemittel umgepuffert, bei allen Markierungen wurde dieses

Losemittel verwendet, sowohl zum Waschen der Markierungsansatze nach der Inkubation,

als auch als Laufmittel bei der chromatographischen Trennung.
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Die Auftragung (siehe: Abbildung 51) der gebundenen Stoffmenge In’* gegen die eingesetzt
Stoffmenge In** zeigt deutlich, dass die Stoffmenge des gebundenen In** begrenzt ist und in

ein Maximum lauft.

1E-6 5
1E-7 o
_ ]
S ]
£ |pg
£ E
+ ]
(=2}
o ]
— .
S}
Model: BoxLucasl
8 1E-9 = o) Equation:
R E y = a*(1 - exp(-b*x))
g ] Chin2/DoF = 3.8419E-17
< i RA2 = 0.99854
©
) a 4.2095E-7 +4.6735E-9
1E-10 b 1243390.42069 +52646.6922
1E-11
E T T lllllll T T lllllll T T lllllll T T lllllll T T lllllll T T lllllll
1E-11 1E-10 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5
. 3+ .
eingesetztes In” in mol

Abbildung 51: maximal komplexierbare Indiummenge

Die experimentell bestimmte maximal komplexierbare In**-Stoffmenge (4,21 107 mol pro
50 puL. PEI-DTPA-Derivat) ist geringer als die theoretisch mogliche Stoffmenge (7,70 107 mol
pro 50 puLL PEI-D'TPA-Derivat) (siche: Tabelle 15).

eingesetzte Stoffmenge gebundene Stoffmenge
p-SCN-Bz-DTPA in mol In*" in mol
7,70-107 4,21-107

Tabelle 15: Stoffmengenvergleich

Mit der verwendeten Markierungsvorschrift lassen sich also ca. 55% der DTPA-Gruppen des
PEI-DTPA-Derivats mit In** sittigen.
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9 Ergebnisse und Zusammenfassung

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Sichtbarmachung des
kationischen Gentransferreagenzes Polyethylenimmin (PEI) fir die Magnetresonanztherapie
(MRT) und die Einzelphotonenemmissionstomographie (SPECT) auf dem verfolgten Weg

moglich ist.

Der Chelator Diethylentriaminpentaessigsaure (D'TPA) wurde unter einfachen Reaktionsbe-
dingungen tber sein Grundgerist ausgehend vom para-Isothiocyanato-benzyl-diethylen-
triaminpentaessigsaure (p-SCN-Bz-DTPA) tiber eine Thioharnstoffbriicke kovalent mit den
Aminogruppen des PEI verbunden, so dass die Sichtbarmachung entweder durch '''In**
(SPECT) oder Gd* (MRT) moglich ist. Durch quantitative UV/Vis-spektroskopische
Untersuchungen mit N-Phenylthioharnstoff als Standard konnte der vollstandige Ablauf der

Kupplungsreaktion nachgewiesen werden.

Bei Untersuchungen zur Komplexierung des dreiwertigen Indiums durch das synthetisierte
PEI-DTPA-Derivat stellte sich heraus, dass durch das PEI-Geriist gebundene In’* in
einfacher Weise durch Waschen im Zentrifugenfilter entfernt werden kann. Im Rahmen
dieser Untersuchungen konnte eine pH-Wert-Abhangigkeit bei der komplexierten
In’*-Menge beobachtet werden. Je niedriger der pH-Wert der PEI-DTPA-Derivat-Losung
ist, desto mehr In** wird komplexiert. Die ermittelte maximal komplexierbare In**-Menge
des synthetisierten PEI-DTPA-Derivats, in 0,5 molarer Essigsaure als Losungsmittel, betrug
55% und lag bei einem pH-Wert von 2,6, der sich als niedrigst moglicher pH-Wert bei dem
das PEI-DTPA-Derivat in Losung bleibt, herausgestellt hat. Es konnten also 55% der
DTPA-Gruppen mit In’* gesattigt werden. Aufgrund seiner gleichen Ladung und ahnlichen

GroBe ist davon auszugehen das gleiches auch fiir das Gd’* gilt.

Auf dem in diese Arbeit aufgezeigten Weg 1ist es also moglich das kationische
Gentransferreagenzes Polyethylenimmin so zu modifizieren, dass eine Verfolgung seines

Verteilungsweges im Korper mit bildgebenden Verfahren moglich ist.
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10 Abkiirzungen

Boc

CLIO
CPM
CT

AE

DNA
DOPE
DOTA
DOTMA
DTPA

ECF

€q

Fmoc

4

Gd-DOTA
Gd-DTPA
Gd-EOB-DTPA
h

Harz

HF

Proton

Rotationswinkel in Rad

Adeno-assoziierte Vieren

Endorem® (superparamagnetisches Kontrastmittel fiir die
Magnetresonanztomographie)

arbitary units

magnetisches Feld

Tertiar-Buyloxycarbonyl (Schutzgruppe)

Konzentration

Cross Linked Iron Oxide

Ziahlrate pro Minute (engl.: counts per minute)
Computertomographie

Durchmesser

Energiedifferenz

Energie

Desoxyribonukleinsaure (engl.: desoxyribonucleic acid)
Dioleoylphosphatidylethanolamin
1,4,7,10-Tetraazacyclododekan-N,N’,N"" N"""-Tetraessigsaure
1,2-Dioleoyloxypropyl-3-trimethylammoniumbromid
Diethylentriaminpentaessigsaure

Energie

extrazellulare Flussigkeit (engl.: extracellular fluid)

Aquivalent

9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Schutzgruppe)
gyromagnetisches Verhaltnis

Dotarem® (Kontrastmittel fiir die Magnetresonanztomographie)
Magnevist® (Kontrastmittel fiir die Magnetresonanztomographie)
Eovist® (Kontrastmittel fiir die Magnetresonanztomographie)
Planck-Konstante

unloslicher, polymerer Supporter bei der SPPS (engl.: resin)

FluorwasserstofIsaure
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HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie (engl.: high performance li-
quid chromatographie)

I Spinquantenzahl

k Boltzman-Konstante

KM Kontrastmittel

7 magnetisches Moment

M Molare Masse, resp. magnetisches Gesamtmoment

m Spinquantenzahl, magnetische Quantenzustinde, resp. Masse

MION Monokristalliner Eisenoxidnanopartikel (engl.: monocrystalline iron
oxide nanoparticles)

Mn-DPDP Mn-N,N’-dipyridoxyl-ethylenediamine-N,N"-diacetate-5,5 -
bis(phosphate) (Kontrastmittel fiir die Magnetresonanztomographie)

MRT Magnetresonanztomograpie

1% Frequenz

n Partikelzahl, Teilchenzahl

Vo Prazessionsfrequenz, Lamorfrequenz

p Drehimpuls

PET Positronen-Emissions-Tomographie

D Dichte

R Relaxationsrate

r Relaxivitat

RNA Ribonukleinsaure (engl.: ribonucleic acid)

SPECT Einzelphotonen-Emissions-Tomographie (engl.: single photon
emission computed tomographie)

SPIO Superparamagnetisches Eisenoxid (engl.: superparamagnetic
ironoxide)

SPPS Festphasenpeptidsynthese (engl.: solid phase peptid synthesis)

T Temperatur

T, Zeitkonstante der Spin-Gitter-Relaxation

ti/9 Halbwertzeit

T, Zeitkonstante der Spin-Spin-Relaxation

TFMSA Trifluormethansulfonsaure

USPIO engl.: ultrasmall superparamagnetic ironoxide
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UV/Vis Ultravioletter/sichtbarer Bereich des Lichts (UV: 10 - 400 nm; Vis:
400 - 750 nm)

\% Volumen

VSIOP Very Small SPIO

an Kreisfrequenz
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11 Chemikalien

In der nachfolgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien mit ihren
Summenformeln, thren Molmassen und dem Hersteller von dem sie erworben wurden

aufgefithrt. Die Liste der Chemikalien ist nach den in der Arbeit verwendeten Abkiirzungen

sortiert.
Name
Abkirzung
Summenformel Molmasse in g/mol Hersteller

Albumin aus Rinderserum

BSA
CsHy NOSI, 203,43 Fluka
Dicyclohexylcarbodiimid

DCC
CisHgoNy 206,33 Fluka
Dichlormethan

DCM
CH,Cl, 84,93 Merck
Diisopropylethylamin

DIPEA
C(§H15N 101,19 Fluka
Dulbecco’s Modified Medium

DMEM
- - PAA
N,N-Dimethylformamid

DMF
CgH7NO 73,09 Fluka
Di-2-pyridylthiocarbonate

DPT
CllHSNQOQS 232,23 AldrlCh
Diethlentriamin-pentaessigsaure

DTPA
C14HyN;00 393,35 Fluka, Sigma
Diethlentriamin-pentaessigsaure-dianhydrid

DTPA-DA
Cl4H19N308 357,32 Fluka, Slgma
Ethylendiamintetraessigsaure

EDTA
CioH1sN2Og 292,24 Fluka
Diethylether

Et,O
C4H1()O 74,12 MCI’Ck
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Name
Abkirzung
Summenformel Molmasse in g/mol Hersteller

Ethanol

EtOH
CyH;OH 46,07 Merck
N-a,e-Fmoc-L-Lysin

Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH
CB6H34NQOG 590,70 Novabiochem
EEEEEEAYGWMDF 13mer

Harz-Gastrin
- 1663,70 Genossys
Essigsaure

HOAc
CQHA,OQ 60,05 Fluka
1-Hydroxy-Benzotriazol

HOBt
CsHsN;0 135,12 Fluka
Kaliumchlorid

KCl
Kl 74,55 Fluka
Kaliumcyanid

KCN
KCN 65,12 Merck
Kaliumdhydrogenphosphat

KH,PO,
KHQPO4 1 36,09 Fluka
D-Mannit

Mannitol
CGH1406 182,17 Fluka
Acetonitril

MeCN
CH3;CN 41,05 Fluka
Methanol

MeOH
CH;OH 32,00 Fluka
Minigastrin 1 (Human)

Minigastrin
C74H99N15OQ@S 1 64‘6,75 Bachem
3-Morpholino-propansulfonsaure

MOPS
C;HisNO,S 209,26 Fluka
Dinatriumhydrogenphosphat

NagHPO4
Na,HPO, 141,96 Fluka
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Name
Abkirzung
Summenformel Molmasse in g/mol Hersteller

Natriumchlorid

NaCl
NaCl 58,44 Fluka
Natriumacetat

NaOAc
CH3;COONa 82,03 Fluka
Natriumhydroxid

NaOH
NaOH 40,00 Fluka
Ammoniak

NH;
NH; 17,03 Fluka
Ammoniumacetat

NH,OAc
CQH7N02 7 7,08 Fluka
2,2-Dihydroxy-1,3-dioxohydrinden

Ninhydrin
CoHsO, 178,14 Fluka
Polyethyleneimine

PEI
- - Sigma
Phenol

Phenol
CsH;OH 94,11 Merck
Piperidin

Piperidin
C5H11N 85,15 Fluka
Trifluoressigsaure

TFA
CF;COOH 114,02 Solvay
Triisopropylsilan

TIS
CgHQQSi 1 58,36 Fluka
4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)-phenylpolyethylenglycol

Triton® X-100 t-Oct-CsH4-(OCH,

- Sigma

CH,),-OH x=9-10
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