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,»,Um also Chemotherapie erfolgreich zu betreiben, miissen wir Substan-
zen aufsuchen, bei denen die (...) Abtétungskraft die Kérperschidigung
in der Weise iiberwiegt, dass eine AbtSétung (...) ohne erhebliche Schédi-
gung des Organismus moglich ist. Wir wollen also (...) moglichst isoliert
treffen, das heifit, wir miissen zielen lernen, chemisch zielen lernen! (...)
Die Auffindung solcher spezifischen Heilmittel ist (...) das héchste Ziel

der arztlichen Kunst!

Paul Ehrlich. Uber den jetzigen Stand der Chemotherapie, 1908.






Abstract

The identification of novel tumor-specific ligands as transport vehicles for both diagnostic
and therapeutic radionuclides represents a major objective in nuclear medical oncology
research. The use of selective compounds with high affinity to their target structure results
in an increased tumor uptake of the radionuclide, while minimizing undesired radiation ex-
posure of healthy tissue. Based on increasing knowledge about tumor physiology as well as
ongoing technological progress, numerous tumor-targeting compounds have been identified
and transferred into clinical practice. However, the majority of these compounds comprises
antibodies, which feature serious deficiencies, such as poor membrane permeability and
tissue penetration, slow clearance and immunogenicity. Peptides, instead, represent a favo-
rable alternative with regard to size, pharmacokinetics and the possibility to be produced

cost-effectively in large quantities by automated solid phase synthesis.

Phage display technology represents a powerful tool for the de novo identification of target-
specific peptides. This technique is based on the presentation of large polypeptide libraries
on the surface of bacteriophages. To this end, the phage genome is manipulated to display
the foreign peptides, which are physically linked to their encoding nucleic acids. Following
several iterative rounds of incubation with any target protein of interest, the enriched

target-specific ligands can therefore be easily identified by DNA sequencing.

Tumor growth and malignancy are not only affected by the characteristics of cancer cells
but strongly depend on the attributes of several different cell types within the local tumor
microenvironment. Cancer-associated fibroblasts (CAFs) represent an important subpopu-
lation of these stromal cells and are known to promote tumor growth, inflammation and
metastasis. They account for a large part of the tumor mass and are genetically more stable
and therefore less susceptible to the development of therapy resistance than cancer cells
per se. In contrast to normal fibroblasts, CAFs entail a number of tumor-specific marker
proteins such as the integral membrane peptidase Fibroblast Activation Protein-o (FAP).
This protein is highly expressed in the microenvironment of more than 90 % of epithelial
tumors including breast, lung and pancreatic carcinoma. Overexpression of FAP is associa-

ted with a poor prognosis in a wide range of different cancers. Due to very low expression



levels in normal tissues, FAP represents an attractive molecular target for the development

of tumor-specific diagnostics and therapies.

To identify novel FAP-specific peptides using phage display, two combinatorial libraries
based on the scaffold structures Sunflower Trypsin Inhibitor-1 (SFTI-1) and Min-23 were
built. They comprise a cyclic, disulfide-bridged backbone and a variable sequence consisting
of six to ten random amino acids. After incubation of the libraries with the target protein
in four rounds of biopanning, the FAP-specific ligands were isolated and their sequence
determined using next-generation sequencing. A selection of suitable peptides was synthe-
sized by solid phase synthesis, purified and characterized in different cell-based radioligand

assays.

In contrast to the SFTI-1 based biopanning, which did not lead to any enrichment of
FAP-specific peptides, the use of the Min-23 library was successful in identifying several
FAP-targeting ligands. However, these peptides showed a very low affinity to their target
protein, which most likely results from a rapid degradation. It is conceivable that the
enzymatic function of the membrane protein effectuates a rapid hydrolysation of the small
peptides upon initial binding. A solution to this is the use of an alternative scaffold, which

impedes enzymatic cleavage or ensures cell internalization after hydrolysation.

In this context, the cyclotide-based FAP-specific miniprotein MC-FA-012, identified by
BionTech AG, was characterized regarding target affinity, specificity and pharmacokinetic
profile in radioligand binding assays as well as in FAP-positive tumor-bearing mice. In
contrast to the Min-23-based peptides, MC-FA-012 and its trimerized version DOTA-(MC-
FA-012)3 demonstrated high affinity to human FAP, while no substantial binding to the
structurally related protein CD26 was observed. In addition, DOTA-(MC-FA-012)3 rapidly
accumulated in FAP-positive tumor xenografts in vivo and showed negligibly low unspecific
binding in healthy tissue, except for the kidneys. A first clinical analysis of the radiolabeled
compound in patients with metastatic pancreatic carcinoma revealed a robust accumulation
of the tracer in the primary tumor as well as in lymph node and bone metastases. In
contrast, tracer uptake into normal tissue was very low. The radioactivity was cleared
rapidly from the blood stream and excreted predominantly via the kidneys, resulting in

high contrast PET images.

Since the high accumulation of DOTA-(MC-FA-012)3 in the kidneys could not be suffi-
ciently reduced by different competition strategies, further development of the radiotra-
cer regarding a potential therapeutic application was not pursued. The investigation of

the structure-activity relations of MC-FA-012 revealed that both the scaffold and certain
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functional groups within the FAP-specific binding sequence account for high FAP affini-
ty. Introducing even minor changes in the molecule’s conformation resulted in an almost

complete loss of binding.

Consequently, a different approach towards the development of a FAP-specific compound
was adopted by designing the small molecules FAPI-01 to FAPI-15 based on a potent FAP-
inhibitor. Each of the compounds demonstrated high specific binding to human and murine
FAP and internalized rapidly into FAP-expressing cells. Imaging and biodistribution stu-
dies in xenotransplanted mice proved a rapid tumor uptake of the tracers in a genetically
modified FAP-overexpressing tumor model as well as in human FAP-negative tumors due
to endogenous murine FAP expression. Notably, the radiotracers demonstrated rapid renal
clearance without substantial binding to non-cancerous tissue. Due to their advantageous
pharmacokinetics and an excellent stability in human serum, the compounds FAPI-02 and
FAPI-04 were selected for further clinical investigation. Using PET/CT, biodistribution of
the radiotracers was analyzed in patients with metastasized epithelial cancers, including
breast, lung, pancreatic and colon carcinoma as well as in high-grade glioblastomas. Both
tracers rapidly accumulated in the primary tumor as well as in soft tissue, lymph node and
bone metastases. In contrast, tracer uptake into normal tissue was very low, resulting in

favorable tumor-to-organ ratios and high contrast images.

Comparative imaging in one patient with locally advanced lung adenocarcinoma revealed
an obvious advantage of FAPI-02 compared to the commonly used PET tracer *F-FDG.
FAPI-02 showed a higher tumor uptake and significantly lower activities in blood and liver,
resulting in higher image contrast with better visibility of metastatic lesions. In contrast
to FDG, which highly accumulates in cells with high glucose consumption, e.g. the brain
or inflammatory tissue, FAPI-02 selectively targets FAP-expressing carcinomatous lesions.
This opens up new perspectives for the precise diagnosis of malignant lesions in tissues

with high metabolic activity, such as liver or brain.

Furthermore, various approaches for a potential therapeutic application of the FAP-ligands
are currently being investigated, including different radionuclides and alternative effector
molecules, such as chemotherapeutics or immunomodulators. Given the possibility to use
either diagnostic or therapeutic nuclides with the same molecule, FAPI-02 allows simple

stratification of patient cohorts likely to benefit from a therapeutic intervention.
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Zusammenfassung

Die Identifizierung neuer tumorspezifischer Liganden fiir den Transport von diagnosti-
schen und therapeutischen Radionukliden ist ein wichtiges Ziel der nuklearmedizinisch-
onkologischen Forschung. Durch den Einsatz selektiver Verbindungen mit hoher Affinitit
zur adressierten Zielstruktur soll die Aufnahme des Radiopharmakons in den Tumor er-
hoht und eine unnétige Strahlenbelastung von gesundem Gewebe minimiert werden. Dank
zunehmender Erkenntnisse iiber die Physiologie von Tumoren sowie kontinuierlich verbes-
serter technischer Moglichkeiten konnten bereits zahlreiche zielgerichtete Liganden iden-
tifiziert werden. Bei dem Grofsteil dieser Verbindungen handelt es sich um Antikorper,
die aufgrund ihrer Grofe und ihrer Immunogenitét jedoch auch einige Nachteile mit sich
bringen. Im Gegensatz dazu stellt der Einsatz von Peptiden hinsichtlich Gréfse, Membran-

permeabilitdt und Pharmakokinetik eine sinnvolle Alternative dar.

Eine Maoglichkeit fiir die Identifizierung neuer Peptidliganden ist das Screening rekombi-
nanter Bibliotheken im Phagen-Display. Dieses biotechnologische Verfahren beruht auf der
Prisentation beliebiger Polypeptide an der Oberfliche von Bakteriophagen, deren Genom
die fiir die Peptide kodierende DNA enthilt. Wihrend einer Inkubation der Phagenbiblio-
thek mit dem Zielprotein iiber mehrere Runden, dem sogenannten Biopanning, erfolgt eine
Anreicherung der Target-affinen Peptide, deren Primérstruktur durch die Sequenzierung

der korrespondierenden DNA ermittelt werden kann.

Das Wachstum und die Metastasierung maligner Neoplasien sind nicht nur auf die Fi-
genschaften der Tumorzellen zuriickzufithren, sondern werden erst durch eine Vielzahl un-
terschiedlicher Zelltypen im Tumorstroma ermoglicht. Hierzu gehdren auch die Tumor-
assoziierten Fibroblasten (CAFs), die in unterschiedlichen Tumorarten nachgewiesen wer-
den kénnen und eine wichtige Rolle fiir das Wachstum, die Progression sowie die Migration
maligner Neoplasien spielen. Sie bilden einen Grofteil des Tumorstromas und sind gene-
tisch deutlich stabiler und somit weniger anfillig fiir die Entwicklung einer Therapieresis-
tenz als Tumorzellen selbst. Im Gegensatz zu normalen Fibroblasten exprimieren CAFs
eine Reihe von tumorspezifischen Oberflichenproteinen, wie das Fibroblast Activation Pro-

tein-a (FAP), eine membransténdige Serinprotease, deren hohe intratumorale Expression
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mit einer schlechten Tumorprognose assoziiert wird. Indessen kann das Protein in benignen
Lisionen oder gesundem adultem Gewebe nicht nachgewiesen werden, was es zu einer idea-
len Zielstruktur fiir die Entwicklung zielgerichteter Verbindungen fiir die Tumordiagnostik

und -therapie macht.

Fir die Identifizierung neuer peptidischer FAP-Liganden mit Hilfe der Phagen-Display-
Technologie wurden kombinatorische Bibliotheken eingesetzt, bei welchen sechs bis zehn
variable Aminosduren in eine Geriiststruktur, ein sogenanntes Scaffold, eingebunden sind.
Hierfiir wurden die zyklischen, durch Disulfidbriicken stabilisierten Peptide Sunflower Tryp-
sin Inhibitor-1 (SFTI-1) und Min-23 verwendet. Nach Inkubation der Bibliotheken mit
dem Zielprotein iiber vier Runden wurden die FAP-spezifischen Binder isoliert und deren
Peptidsequenz mittels Nezt Generation Sequencing bestimmt. Eine geeignete Auswahl der
angereicherten Peptide wurde mittels Festphasensynthese und anschliefiender Oxidation
in Losung hergestellt und nach radioaktiver Markierung im Zellbindungsassay hinsicht-
lich Targetaffinitdt und -spezifitdt charakterisiert. Im Gegensatz zum Biopanning mit der
SFTI-1-Bibliothek, welches zu keiner Anreicherung FAP-spezifischer Peptide fiihrte, gelang
es mit Hilfe der Min-23-Bibliothek, mehrere Target-spezifische Binder zu identifizieren, de-
ren Affinitdt gegeniiber dem Zielprotein jedoch sehr gering war. Eine mogliche Erklarung
hierfiir liegt in einer unzureichende Stabilitdt der Liganden, welche aufgrund der enzyma-
tischen Funktion des Membranproteins nach initialer Bindung rasch hydrolysiert werden.
Dieses Problem kénnte durch den Einsatz eines alternativen Scaffolds umgangen werden,
welches nicht enzymatisch gespalten wird bzw. auch nach hydrolytischer Spaltung eine

ausreichend hohe Internalisierung des Liganden in die Zelle ermdglicht.

Vor diesem Hintergrund wurde der von BionTech AG entwickelte cyclotidische FAP-Ligand
MC-FA-012 hinsichtlich Targetaffinitdt und -spezifitit in Zellbindungs- sowie Organvertei-
lungsstudien in tumortragenden M#usen charakterisiert. Im Gegensatz zu den kleineren
Min-23-Peptiden zeigte MC-FA-012 und seine trimerisierte Variante DOTA-(MC-FA-012)3
eine deutlich héhere Bindung an humanes FAP, wobei die Bindung an das strukturell ver-
wandte Membranprotein CD26 vernachléssigbar gering war. Dariiber hinaus reicherte sich
DOTA-(MC-FA-012)3 rasch in FAP-positiven Tumoren im Tiermodell an und zeigte keine
unspezifische Bindung in gesundem Gewebe, mit Ausnahme der Niere. Auch eine erste
klinische Untersuchung von Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom unter Ver-
wendung der radiomarkierten Substanz lieferte vergleichbare FErgebnisse und diagnostische
PET-Bilder mit einem ausgezeichneten Bildkontrast. Aufgrund einer hohen Akkumulati-
on der Substanz in der Niere, die durch unterschiedliche Kompetitionsstrategien bislang

nicht ausreichend reduziert werden konnte, wurde eine weitere Entwicklung des Radiotra-



cers im Hinblick auf eine potentielle therapeutische Anwendung nicht weiter verfolgt. Die
Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehungen von MC-FA-012 zeigte, dass sowohl das
Scaffold als auch bestimmte funktionelle Gruppen innerhalb der FAP-spezifischen Bindese-
quenz fiir die hohe FAP-Bindung verantwortlich sind. Selbst eine minimale Verdnderung

der Konformation des Molekiils resultierte in einem nahezu vollstdndigen Bindungsverlust.

Weiterhin wurden, ausgehend von einem selektiven FAP-Inhibitor, die FAP-spezifischen
Tracer FAPI-01 bis FAPI-15 entwickelt und in Zellbindungsstudien sowie im Tiermodell
charakterisiert. Alle Verbindungen zeigten eine hohe und spezifische Bindung an huma-
nes und murines FAP in vitro und internalisierten nahezu vollstindig in FAP-positive
Zellen. Bildgebungs- und Bioverteilungsstudien in tumortragenden Mausen demonstrier-
ten eine schnelle Tumoraufnahme der Tracer, keine unspezifische Bindung in gesundem
Gewebe sowie eine rasche renale Clearance. Dabei akkumulierten die Tracer sowohl in
einem gentechnisch modifizierten Tumormodel, das sich durch eine Uberexpression des
humanen Proteins auszeichnet, als auch in urspriinglich FAP-negativen Xenotransplanta-
ten, was auf eine Bindung des Liganden an endogenes murines FAP zuriickzufiihren ist.
Aufgrund ihrer vorteilhaften Pharmakokinetik sowie einer hohen Stabilitdt in humanem
Serum wurden FAPI-02 und FAPI-04 in einer ersten klinischen Studie untersucht. Hierfiir
wurde die Bioverteilung der radiomarkierten Tracer in Patienten mit diversen epithelialen
Tumoren, u.a. Brust-, Lungen-, Pankreas- und Kolonkarzinom, mittels PET analysiert. Bei-
de Tracer akkumulierten schnell im Primértumor sowie in Weichteil-, Lymphknoten- und
Knochenmetastasen, jedoch nicht in gesundem Gewebe, was zu einer vorteilhaften Tumor-
Organverteilung fiihrte. Im Vergleich zu dem nuklearmedizinischen Standarddiagnostikum
BF-FDG zeigte FAPI-02 bei einem Patienten mit einem metastasierten Lungentumor eine
héhere Tumoraufnahme und eine deutlich geringere Aktivitdt im Blut und in der Leber.
Dies resultierte in einem hoéheren Bildkontrast und einer besseren Darstellung der mali-
gnen Liasionen. Im Gegensatz zum Glucose-basierten Radiotracer, welcher in Organen mit
einem physiologisch hohen Energieumsatz sowie in entziindlichem Gewebe eine starke An-
reicherung zeigt, akkumulierte FAPI-02 lediglich in den karzinomatsen Léasionen, die das
Zielprotein exprimieren. Dies er6ffnet neue Perspektiven fiir die zielgerichtete Diagnose
von malignen Lésionen in Geweben mit hoher metabolischer Aktivitét, wie der Leber oder
dem Gehirn. Dariiber hinaus werden derzeit verschiedene Ansétze fiir eine therapeutische
Anwendung des FAP-Liganden untersucht. Hierzu gehort eine Kopplung des FAP-affinen
Strukturelementes mit therapeutisch wirksamen Radionukliden sowie alternativen Effek-

tormolekiilen, wie z.B. Chemotherapeutika oder Immunmodulatoren.
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1 Einleitung

1.1 Zielgerichtete Diagnose und Therapie maligner Tumoren

Tumorerkrankungen gehoren zu den haufigsten Erkrankungen weltweit und zéhlen zu den
Haupttodesursachen in den wirtschaftlich entwickelten Lindern!!l, Im Jahr 2012 wurden
weltweit 14 Millionen neu diagnostizierte Krebsfélle und acht Millionen tumorbedingte To-
desfille registriert. Prognosen gehen davon aus, dass die Zahl der jihrlich neu auftretenden

Tumorerkrankungen bis zum Jahre 2030 auf 22 Millionen ansteigen wird 21,

Der Begriff ,Tumorerkrankungen‘ im engeren Sinn umfasst dabei jede pathologische Neu-
bildung von Korpergeweben, sogenannte Neoplasien, die durch Fehlregulationen bei der
Zellproliferation entstehen und beschreibt somit eine dufserst heterogene Gruppe von Er-
krankungen. Das Klassifikationssystem der Weltgesundheitsorganisation fiir medizinische
Diagnosen (ICD-10) unterscheidet grundsétzlich vier Kategorien: gutartige Neubildungen,
in-situ-Neubildungen, Neubildungen unsicheren oder unbekannten Verhaltens sowie bos-
artige Neubildungen. Letztere werden, je nach Ursprungsgewebe des Tumors, wiederum
in 97 verschiedene Subgruppen unterteilt. Im Gegensatz zu gutartigen, sogenannten be-
nignen Neubildungen, zeichnen sich bésartige Tumoren oder maligne Neoplasien dadurch
aus, dass sie invasiv in das umliegende Gewebe einwachsen und dieses zerstoren. Dariiber
hinaus bilden sie durch hidmatogene oder lymphogene Verbreitung hiufig Metastasen in

entfernten Geweben.

Eine alternative Klassifikation unterscheidet Tumorerkrankungen nach dem Phinotyp der
entarteten Zellen. Hierbei wird zwischen Zellen epithelialen und mesenchymalen Ursprungs
differenziert. Maligne Tumoren mesenchymaler Zellen werden als Sarkome bezeichnet, bos-
artige Neubildungen epithelialen Ursprungs werden Karzinome genannt. Diese Gruppe
umfasst ca. 80 % aller malignen Tumore und zeichnet sich durch eine haufige, primér lym-

phogene Metastasierung aus. Karzinome konnen vom Plattenepithel (squamdse Karzino-



me) oder vom Driisenepithel (Adenokarzinome) ausgehen und betreffen vornehmlich die
Lunge, das Kolon, das Brustgewebe bei Frauen sowie die Prostata bei Mannern 23] 7u
den weiteren Tumorarten gehoren die malignen Neubildungen der Haut (Melanome), hé-
matopoetische Krebsformen (Leukimien), Lymphome, Myelome sowie neuroektodermale

Tumoren (Gliome).

Aufgrund der Vielfalt und der Heterogenitét maligner Neoplasien kann die Frage nach der
genauen Atiopathogenese nicht pauschal beantwortet werden und erfordert eine differen-
zierte Betrachtung der einzelnen Tumor-Subtypen. Eine Gemeinsamkeit aller Tumore ist
indessen eine Reihe genetischer Mutationen, die iiber kurz oder lang zu einer pathologischen
Entartung der betroffenen Zellen fiihren. Diese kénnen vererbt sein, durch spezifische Kan-

4 Nach derzeitigem Kenntnisstand han-

zerogene ausgeldst werden oder spontan auftreten!
delt es sich bei den Hauptrisikofaktoren fiir die Tumorentstehung um Bewegungsmangel,
ungesunde Ernihrung, Ubergewicht, Alkohol- und Tabakabusus, Umweltverschmutzung
sowie eine positive Familienanamnese. Zu den spezifischen Kanzerogenen gehoren physika-
lische (UV-Strahlung, ionisierende Strahlung), chemische (z.B. N-Nitrosonornikotin, Afla-
toxin, Arsen, Asbest) oder biologische Faktoren, wie Viren (z.B. Humane Papillomviren),

5-10]

Bakterien (z.B. Helicobacter pylori) oder Parasiten! . Dessen ungeachtet ist die wohl

wichtigste Ursache fiir die Entstehung eines Tumors die zunehmende Alterung der Korper-

zellen, deren Reparaturmechanismen im Laufe des Lebens an Funktionalitdt einbiifen ).

Im Vergleich zu normalen Zellen weisen Tumorzellen einige Besonderheiten auf, die ei-
ne essentielle Rolle fiir die Karzinogenese spielen. Die wichtigsten Eigenschaften maligner
Neoplasien wurden von Hanahan und Weinberg systematisch charakterisiert und sind in
Abbildung 1.1 zusammengefasst. Zu den wichtigsten Tumormerkmalen gehdren ein be-
schleunigtes Zellwachstum durch die Hemmung von Wachstumssuppressoren und der Im-
munabwehr, eine ungehinderte Replikation durch die Hemmung apoptotischer Zellmecha-
nismen sowie eine die Proliferation stimulierende Signaltransduktion. Weiterhin zeichnen
sich Tumore durch eine Neubildung von Blutgefifen zur Nihstoffversorgung (Angiogenese),
eine Infiltration in umliegendes Gewebe sowie eine Metastasierung aus. Auch die geneti-
sche Instabilitdt der Tumorzellen sowie inflammatorische Prozesse in der Tumorumgebung

gehoren zu den besonderen Merkmalen maligner Neoplasien [12,13]



Fiir die Behandlung maligner Tumoren steht eine Reihe unterschiedlicher Therapien zur
Verfiigung. Die gingigsten Therapieoptionen sind eine chirurgische Resektion des Primér-
tumors, sofern dieser operabel ist, die Bestrahlung sowie die konventionelle Chemotherapie.
Letztere beruht auf der Toxizitdt bestimmter chemischer Verbindungen gegeniiber allen
sich schnell teilenden Zellen. Hierzu gehoren neben den Tumorzellen auch gesunde Zellen
mit einer physiologisch hohen Zellteilungsrate, wie z.B. Zellen des Knochenmarks oder der
Haut. Diese werden bei einer Chemotherapie somit ebenfalls stark geschidigt, was teilweise

schwerwiegenden Nebenwirkungen verursacht.
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Abbildung 1.1. Die wichtigsten Eigenschaften maligner Tumoren und deren Beeinflussung durch

unterschiedliche Zelltypen der lokalen Tumorumgebung; modifiziert nach Hanahan et al.

Um eine moglichst selektive Zerstorung des Tumors zu erreichen und den Schaden an
gesundem Gewebe zu minimieren, wurde in den letzten Jahren zunehmend an der Ent-
wicklung zielgerichteter Therapien (Targeted Tumor Therapies) gearbeitet. Im Gegensatz
zu den konventionellen Methoden beruht die zielgerichtete Tumortherapie auf dem An-
griff bestimmter Zielstrukturen, die selektiv imm Tumorgewebe exprimiert werden und nicht
oder in erheblich geringerem Mafe im gesunden Gewebe vorzufinden sind. Dank neuer

molekularbiologischer Erkenntnisse und einem besseren Verstandnis der Physiologie von



Tumorzellen und deren Mikroumgebung sowie des erheblichen technischen Fortschritts in
den letzten Jahrzehnten, insbesondere durch den Finsatz der Genomsequenzierung, ge-
lang es, selektive Tumormarker zu identifizieren. Diese konnen als Angriffspunkte fiir die
zielgerichtete Diagnose und Behandlung von malignen Tumoren dienen und ermoglichen
personalisierte Therapiekonzepte, die in Kombination mit den etablierten Behandlungsop-
tionen in einer effizienteren Tumortherapie resultieren!™. Lange Zeit lag der Fokus der
Entwicklung zielgerichteter Tumortherapeutika in der Modulation verdnderlicher Prozesse
in der Tumorzelle selbst. Hierzu zdhlt die Inhibition bestimmter Onkogene oder onkoge-
ner Signalwege, deren Aktivierung bzw. Funktionsverlust zu einem aberranten Verhalten

(14 Tumoren sind jedoch nicht als eine lose Ansammlung

normaler Korperzellen fithren
von Tumorzellen zu verstehen, sondern bilden vielmehr ein komplexes Organ, bestehend
aus unterschiedlichen Komponenten, die in ihrer Gesamtheit einen Teil zur Malignitét,

Progression und Metastasierung des Tumors beitragen[12715].

1.2 Die Tumormikroumgebung als Angriffspunkt fiir die

zielgerichtete Therapie

Das Wachstum von Tumoren und insbesondere deren Invasion und Metastasierung in um-
liegendes Gewebe sind nicht nur auf die Eigenschaften der Tumorzellen per se zuriick-
zufithren, sondern werden erst durch die Funktion anderer im Tumor vorliegender Zel-
len, dem Tumorstroma, auch als Mikroumgebung des Tumors bezeichnet, ermoglicht. Das
Wachstum von soliden Neoplasien iiber einen Durchmesser von ein bis zwei Millimetern
hinaus erfordert die Ausbildung des unterstiitzenden Tumorstromas, um die Versorgung
mit Nihrstoffen fiir das Uberleben und das Wachstum der Tumorzellen sicherzustellen!'®!.,
Die unterschiedlichen Komponenten der Tumormikroumgebung tragen zu den verschie-
denen tumoralen Phinotypen bei und sind mafgeblich an malignen Prozessen beteiligt,
indem sie eine proliferative Signaltransduktion férdern und die zelluldren Mafnahmen der
Tumorsuppression und des programmierten Zelltods abschwéchen, was die replikative Im-
mortalitdt der Tumorzellen ermdglicht. Sie sind in der Lage, angiogenetische Prozesse zu
induzieren, den Energiestoffwechsel zu verdndern sowie die immunvermittelte Zelldestruk-
tion zu schwichen und fordern Invasion und Metastasierung in gesundes Gewebe. Zudem
besitzen sie einen nicht zu vernachlissigenden Einfluss auf die Effektivitdt antitumoraler

Therapien[17’18].



Dvorak et al. stellten die Theorie auf, dass es sich bei Tumoren um Wunden handelt, die
niemals heilen. Ahnlich wie die Wundheilung ist auch die Tumorentwicklung ein dynami-
scher Prozess, der durch die Interaktion verschiedener Zelltypen gekennzeichnet ist. Die
Zusammensetzung des Tumorstromas dhnelt stark der Struktur von Wundheilungsgewebe
und viele der Wachstumsfaktoren und Zytokine, die bei Gewebeverletzungen und Fibro-
sen eine Rolle spielen, stehen in direktem Zusammenhang mit dem Wachstum und der
Progression maligner Neoplasien 15191,

Das Tumorstroma bildet einen erheblichen Teil des gesamten Tumors und betrégt bei eini-
gen Tumorarten, wie z.B. dem Brust-, Pankreas- oder Kolonkarzinom, iiber 90 % der Tu-
mormasse. Es unterliegt morphologischen Verdnderungen, rekrutiert aktivierte Fibroblas-
ten, Makrophagen und Lymphozyten, erhoht die Sekretion von Wachstumsfaktoren und
Proteasen und resultiert in einer veranderten extrazelluliren Matrix (reaktives Stroma).
Diese Effekte werden durch eine Reihe von parakrinen und autokrinen Stimuli vermittelt,
u.a. durch Sekretion von Transforming Growth Factor-B (TGF-3), Basic Fibroblast Grow-
th Factor (bFGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Platelet-derived Growth
Factor (PDGF) sowie Interleukinen. Diese Zytokine werden nicht nur von den Tumorzel-
len und den umgebenden Fibroblasten sezerniert, sondern kénnen auch durch die Wirkung
von Proteasen, wie z.B. der Matrixmetalloproteasen (MMP), aus der extrazelluldren Ma-

trix (ECM) freigesetzt werden!?].

Nachdem der Einfluss der Mikroumgebung auf die Tumorprogression fiir lange Zeit uner-
kannt bzw. unterschétzt blieb, ist er in den letzten zwei Jahrzehnten in den Fokus der on-
kologischen Forschung geriickt und wurde Gegenstand der Entwicklung einer Vielzahl von
entsprechenden zielgerichteten Therapien. Hierzu gehort u.a. der Einsatz von Angiogene-
sehemmern (z.B. Inhibitoren von VEGF/VEGFR), Immuntherapeutika (z.B. Checkpoint-
Inhibitoren) oder die gezielte Beeinflussung des ECM-Remodelings durch Inhibitoren der
Matrixmetalloproteasen!?!l. Da die Zellen des Tumorstromas genetisch stabiler sind als die
Tumorzellen selbst, kann das Risiko einer Therapieresistenz durch die gezielte Adressierung
der Stromazellen deutlich vermindert werden[?%23].

Die Zellen der Tumormikroumgebung lassen sich generell in drei Gruppen einteilen. Man
unterscheidet angiogene, vagkulare Zellen, infiltrierende Immunzellen und Tumor-assoziierte

Fibroblasten (Cancer-Associated Fibroblasts, CAFs)[*4.
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Abbildung 1.2. Schematischer Aufbau des Tumorstromas

CAFs konnen in zahlreichen unterschiedlichen Tumorarten nachgewiesen werden, u.a. in
Brust-, Pankreas-, Prostata-, Lungen-, Magen- und Gallengangstumoren sowie dem kolo-
rektalen Karzinom und seltener auch in Gehirn-, Nieren- und Ovarialtumoren und spielen
eine wichtige Rolle fiir die aggressive Entwicklung von malignen Neoplasien. So wurde
gezeigt, dass eine Inokulation von neoplastischen Zellen, darunter Brust-, Ovarial- und
Pankreas-Tumorzellen, in Kombination mit CAFs in immundefizienten M&use zu einem

massiven Anstieg der Tumorigenitit der Krebszellen fiihrt [20],

Verschiedene Untersuchungen Tumor-assoziierter Fibroblasten belegen die Existenz unter-
schiedlicher Subpopulationen dieser stromalen Zellen, die durch eine nur teilweise iiberein-
stimmende Proteinexpression gekennzeichnet sind. Zu den bekanntesten Markerproteinen
zdahlen a-Aktin, PDGF-Rezeptoren und Fibroblast-Specific Protein-1 (FSP-1). Die Hete-
rogenitdt der Proteinexpression kann zum Teil durch einen unterschiedlichen Ursprung
der CAFs erklart werden, die aus anséssigen Gewebefibroblasten, mesenchymalen Kno-
chenmarksstammezellen, hdmatopoetischen Stammzellen sowie differenzierten Epithel- und

Endothelzellen entstehen kénnen 13251,

Es werden verschiedene Mechanismen der Differenzierung von CAFs aus den unterschied-
lichen Zelltypen diskutiert, die jedoch bislang nicht vollstindig geklért werden konnten.
Zum einen sind Tumorzellen selbst in der Lage, lokale Gewebefibroblasten in CAFs umzu-

programmieren. Dies geschieht u.a. durch eine microRNA-induzierte Anderung der Genex-



pression in den Fibroblasten 26l oder durch Akkumulation des Hypoxie-induzierten Faktors
(HIF-1ar) und des CXCL12-Chemokins in Folge einer erhdhten Sekretion von reaktiven Sau-
erstoffspezies (ROS) 1?7, Weiterhin wurde eine Umwandlung von ansissigen Fibroblasten in
CAFs durch die Sekretion von TGF-f3; von rekrutierten mesenchymalen Stammzellen des
Knochenmarks (BM-MSCs) beschrieben!?8l. Auch Tumor-assoziierte Adipozyten werden
als mégliche Vorlaufer fiir CAFs diskutiert. So demonstrierten Jotzu et al. eine Umwand-
lung von Stammzellen des Fettgewebes in CAF-dhnliche Myofibroblasten in mit humanen
Brustkrebslinien konditioniertem Zellkulturmedium [2%). Ferner scheint eine Transformation
von mesenchymalen und hdmatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks in aktivierte
Fibroblasten stattzufinden!’l. Dabei wird angenommen, dass Tumor-assoziiertes Osteo-
pontin eine Umwandlung mesenchymaler Stammzellen induziert, was in einem verstirkten

Tumorwachstum resultiert (30,

Eine der geldufigsten Erklarungen fiir die Entstehung Tumor-assoziierter Fibroblasten ist
allerdings die epithelial-mesenchymale Transition (EMT). Bei diesem Prozess werden Epi-
thelzellen in Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften umgewandelt. Dabei verlieren die
urspriinglich durch Tight Junctions fest verkniipften Epithelzellen ihre Zellpolaritit und
-verkniipfung, was in einer erhShten Zellmobilitét resultiert. Dieser Prozess ist fiir die phy-
siologische Migration von Zellen wiahrend der Embryonalentwicklung oder Wundheilung
von grofer Bedeutung, spielt aber auch bei der Metastasierung von Tumoren eine wichti-
ge Rolle. Die Umwandlung erfolgt unter Beteiligung verschiedener molekularer Prozesse,
wie der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, der Expression spezifischer Zelloberflé-
chenproteine, der Reorganisation und Expression von Zytoskelettproteinen, der Produk-
tion von ECM-abbauenden Enzymen sowie Verdnderungen in der Expression spezifischer

microRNAsB1.

Die genauen Mechanismen fiir die Tumor-assoziierte EM'T konnten bislang nicht vollsténdig
geklart werden, doch es wurde eine Reihe von Faktoren beschrieben, die an der Induktion
der EMT beteiligt sind. Hierzu gehoren neben unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren
insbesondere die Wachstumsfaktoren Hepatocyte Growth Factor (HGF), EGF, PDGF so-
wie TGF-g1531, Es wird angenommen, dass Tumorzellen in Folge der genetischen und
epigenetischen Verdnderungen, die sie im Verlauf der Primédrtumorbildung erfahren haben,

besonders anfillig fiir EMT-induzierende Prozesse im Tumorstroma sind 311,



(o] ] ]

Epithelzellen

Ansidssige Fibroblasten Adipozyten

@\’ Tumor-assoziierte @
) \\ )/ Fibroblasten (CAFs)
f{ ’ \\ Z \
L@) ‘/ \
- \\ / @

Hamatopoetische Mesenchymale
Knochenmarksstammzellen _ _ Stammzellen

Endothelzellen

Abbildung 1.3. Entstehung Tumor-assoziierter Fibroblasten aus unterschiedlichen Vorlauferzellen

Entsprechend der EMT kann auch eine Umwandlung von Endothelzellen in CAFs erfolgen.
Dieser Prozess, der als endothelial-mesenchymale Transition bezeichnet wird, scheint jedoch

eine deutlich geringere Rolle zu spielen als die EMT 151,

Aktivierte Fibroblasten exprimieren eine Reihe von bestimmten Proteinen, die als tumor-
spezifische Marker dienen kénnen. Hierzu zéhlen a-Glattmuskelaktin (a-SMA), Tenascin-
C, Periostin und FSP-1"%!. Eines der wichtigsten Proteine ist jedoch das Fibroblast Acti-
vation Protein-a (FAP-«, FAP), welches aufgrund seiner Funktion als Serinprotease auch
Seprase genannt wird. Es handelt sich um ein integrales Typ II-Transmembranprotein und
gehort zur Familie der Postprolyl-dipeptidyl-aminopeptidasen (Subfamilie S9b) 20 Huma-
nes FAP besitzt eine hohe strukturelle Homologie zu der verwandten Dipeptidylpeptidase
IV (DPPIV, CD26), mit deren Aminosiuresequenz es zu 52 % iibereinstimmt 32,33] Murines
FAP zeigt mit einer Sequenzidentitit von 90 % ebenfalls eine hohe strukturelle Ahnlichkeit
mit der humanen Proteinvariante ¥, FAP wurde erstmals 1986 in kultivierten Fibroblasten
mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers F19 nachgewiesen 32351 Die Kristallstrukturauf-

kldrung der Protease hat ergeben, dass es sich um ein Homodimer handelt und das Vorlie-



gen der dimerisierten Form die Voraussetzung fiir eine enzymatische Aktivitit darstellt!20].

Die glykosylierte Form des Proteins zeigt sowohl Postprolyl-dipeptidylpeptidase- als auch
Gelatinase-Eigenschaften wihrend die nicht glykosylierte Variante keinerlei enzymatische
Aktivitat zu besitzen scheint. Die enzymatische Funktion dieser integralen Membranpro-
tease trigt mafgeblich zum Abbau der ECM bei und erleichtert damit die Metastasierung
von Tumorzellen. Aus diesem Grund wird eine hohe intratumorale Expression des Pro-
teins mit einer schlechten Tumorprognose assoziiert!®?l. Dies wurde insbesondere fiir das
kolorektale Karzinom sowie fiir Ovarial-, Pankreas- und Lebertumoren gezeigt!'>2!]. FAP
wird selektiv in iiber 90 % der Tumore epithelialen Ursprungs ausgebildet. Auch in eini-
gen Knochen- und Weichteilsarkomen und Melanomen wurde das Protein nachgewiesen.
Weiterhin zeigt sich eine Expression wihrend der Embryonalentwicklung, im Wundhei-
lungsgewebe und bei chronischen Entziindungen sowie in fibrotischen Geweben, z.B. bei
der Leberzirrhose oder idiopathischer Lungenfibrose. Anders als das verwandte CD26, wird
FAP nicht in benignen Lisionen oder gesundem, adultem Gewebe ausgebildet und eignet

sich daher als spezifischer Marker fiir maligne Tumoren %],

Aufgrund der selektiven Expression von FAP in der Mikroumgebung zahlreicher verschie-
dener Tumore, stellt das Membranprotein eine ideale Zielstruktur fiir die zielgerichtete
Tumortherapie dar. In der Vergangenheit gab es unterschiedliche Ansétze fiir eine FAP-
spezifische antitumorale Therapie. So wurde der urspriinglich fiir die Identifikation des
Proteins verwendete monoklonale murine Antikérper F19 auch klinisch zur Diagnostik und
Therapie eingesetzt. Zwei Phase-I-Studien mit dem mit Iod-131 markierten Antikérper in
Patienten mit kolorektalem Karzinom sowie Weichteilsarkomen zeigten eine selektive An-
reicherung des Antikorpers im Tumor®". Basierend auf den erfolgreichen Studien wurde
eine humanisierte Variante des Antikorpers, Sibrotuzumab, entwickelt und in Patienten
mit unterschiedlichen Epithelialtumoren untersucht, darunter Brust-, Kolon- und nicht-
kleinzellige Lungentumore (NSCLC). Dabei zeigte der Antikorper allerdings eine lange
Zirkulation im Blutkreislauf sowie eine langsame Elimination aus der Leber, der Milz und
anderen gesunden Organen, was eine erhdhte Strahlenbelastung der entsprechenden Ge-
webe zur Folge hatte. Da in diesen Studien kein klinischer Nutzen nachgewiesen werden

konnte, wurde eine weitere klinische Untersuchung des Antikdrpers eingestellt [16,21,37,38]



Weitere Therapiestategien beruhten auf der Anwendung radiomarkierter Single-Chain-
Antikorper 3941 sowie humaner Antikorper-Fragmente (Fabs), die mit Hilfe einer Anti-
kérper-Phagenbibliothek identifiziert worden waren!*?l. Dariiber hinaus wurden immuno-
logische Ansétze mit einem bispezifischen Antikérper mit T-Zell-Stimulation 3] CAR-T-
Zellen (Chimeric Antigen Receptor)*!) oder die Entwicklung FAP-assoziierter DNA- und

[45,46]

Peptid-Impfstoffe verfolgt . Leider fiihrte bislang keine dieser Strategien zu einem zu-

friedenstellenden Therapieerfolg.

Ein weiterer Ansatz fiir ein gezieltes FAP-vermitteltes Tumor-Targeting wurde von Bren-
nen et al. beschrieben. Hierbei werden inaktive Prodrugs eingesetzt, die sich aus einer
potenten zytotoxischen Verbindung sowie einer durch FAP spaltbaren Peptidgruppe, der
sogenannten FAP Cleavage Site, zusammensetzen. Die Peptidgruppe verhindert die Pene-
tration des Zytostatikums durch die Zellmembran, so dass die Substanz zunéchst in ihrer
inaktiven Form zirkuliert, ohne das Gewebe zu schiddigen. Nach erfolgter FAP-Bindung
wird die Peptidgruppe proteolytisch gespalten und das Zytostatikum kann sein intrazellu-
léares Target erreichen. Da das Zytostatikum selbst keine Target-Spezifitit aufweist, kann
es von allen umliegenden Zellen aufgenommen werden und adressiert somit Tumorzellen,
Fibroblasten und Endothelzellen, wodurch ein héherer antitumoraler Effekt erreicht wird

(Bystander-Effekt) [47].

Ein alternativer FAP-spezifischer Therapieansatz beruht auf der direkten Hemmung der
enzymatischen Funktion des Proteins. Hierfiir wurde der niedermolekulare Enzyminhibitor
Talabostat (Val-boroPro) eingesetzt und in einer ersten klinischen Studie an 28 Patienten
mit metastasiertem kolorektalen Karzinom untersucht. Obwohl eine signifikante, wenn-
gleich nicht vollstdndige Enzymhemmung in den Patienten nachgewiesen wurde, konnte ei-
ne objektive Ansprechrate jedoch nicht erzielt werden8]. Eine weitere Studie untersuchte
den antitumoralen Effekt von Talabostat in Kombination mit dem Zytostatikum Docetaxel
in Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC. Auch hier konnte kein positiver Einfluss des
FAP-Inhibitors auf den Therapieerfolg gezeigt werden. Vielmehr resultierte die kombinierte
Gabe der beiden Therapeutika in einer geringeren Uberlebensrate der Lungenkrebspatien-
ten*¥l. Auch eine kombinierte Gabe von Talabostat und dem Chemotherapeutikum Cis-
Platin in Patienten mit Stadium II-Melanomen fiihrte zu keiner signifikanten Verbesserung

des Therapieerfolges im Vergleich zu einer reinen Cis-Platin-Therapie [50],
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Erfolgreicher verlief eine Studie zur kombinierten Behandlung von Patienten mit chroni-
scher lymphatischer Leukdmie (CLL) oder einem Non-Hodgkin-Lymphom mit Talabostat
und dem CD-20-Antikérper Rituximab. Hierbei fiihrte die Therapie in drei von 20 Pa-
tienten, die zuvor nicht auf die alleinige Gabe von Rituximab angesprochen hatten, zu

einer partiellen Remission des Tumors!®l

. Allerdings ist davon auszugehen, dass der The-
rapieerfolg weniger auf die direkte Hemmung des Enzyms zuriickzufiihren ist, sondern viel-
mehr das Ergebnis einer immunologischen Wirkung darstellt. Wie in Tierversuchen gezeigt
wurde, fithrt die Gabe von Talabostat zu einer Verstirkung der tumorspezifischen T-Zell-
Immunitéit durch Erhéhung der Zytokin- und Chemokinausschiittung sowohl in lymphati-
schen Organen als auch im Tumor. Auch wurde eine T-Zell-unabhéngige Stimulation der
antitumoralen Aktivitdt von Neutrophilen, Makrophagen und natiirlichen Killerzellen be-
obachtet51:52 Dessen ungeachtet scheint Talabostat weder als Monotherapeutikum noch
in Kombination mit klinisch etablierten Chemotherapeutika einen relevanten Zusatznutzen

zu haben. Zudem inhibiert die Substanz neben FAP auch das verwandte Membranprotein

CD26, welches in zahlreichen gesunden Geweben exprimiert wird 20511,

Eine weitere Moglichkeit fiir eine FAP-spezifische Therapie liegt im gezielten Transport
von zytotoxischen Wirkstoffen in die FAP-exprimierenden Zellen des Tumorstromas. So
konnten Ostermann et al. durch die Gabe eines Antikorper-Wirkstoffkonjugats, bestehend
aus einem monoklonalen FAP-Antikérper und dem Maytansinoid DM1, eine Hemmung des

Tumorwachstums in tumortragenden Mausen nachweisen [531,

Die unterschiedlichen Effekte der bisherigen FAP-gspezifischen Therapien werden darauf
zuriickgefiihrt, dass verschiedene Fibroblasten-Subtypen gegenséitzliche Effekte auf die Tu-
morprogression haben und diese nicht nur hemmen, sondern teilweise auch fordern kon-
nen, so dass eine zuverldssige Prognose iiber den Verlauf einer zielgerichteten Thera-
pie im Grunde nicht erfolgen kann. Indessen wurden bislang in keiner der durchgefiihr-
ten Studien schwerwiegende, dosislimitierende Nebenwirkungen beobachtet, obwohl eine
FAP-Expression auch auf multipotenten Knochenmarksstammzellen (Bone Marrow Stem
Cells, BMSCs) diskutiert wird® und zudem eine 15sliche Form des Proteins, bekannt
als Antiplasmin-Cleaving Enzyme (APCE), im Blutplasma zirkuliert [55:56] ' Damit scheint
eine FAP-Inhibition, ungeachtet ihrer Effekts auf die Tumorprogression, zumindest ohne

erh6htes Toxizitatsrisiko grundsétzlich mdoglich zu sein.
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1.3 Identifizierung tumoraffiner Peptide mit Hilfe des

Phagen-Displays

Die Entwicklung zielgerichteter Therapeutika kann mit unterschiedlichen Strategien erfol-
gen. Hierzu gehort die Testung bekannter Naturstoffe im Hinblick auf eine Bindung an
die gewiinschte Zielstruktur, was in Hochdurchsatzverfahren mit groflen Substanzbiblio-
theken beliebig durchgefiihrt werden kann. Dieser Ansatz verlédsst sich allerdings auf eine
mehr oder minder zufillige Entdeckung geeigneter Bindungspartner. Anders verhilt es sich
bei der gezielten Weiterentwicklung bereits bekannter Pharmazeutika, z.B. durch Affini-
tatsreifung oder chemische Modifikation, was allerdings die Verfiigbarkeit einer geeigneten
Leitsubstanz voraussetzt. Die Nachteile beider Methoden lassen sich durch die Anwendung
des De novo-Screenings kiinstlicher Substanzbibliotheken iiberwinden. Im Gegensatz zur
Entwicklung natiirlich vorkommender oder bereits identifizierter Substanzen ermdoglicht
das De nowvo-Screening die Entdeckung véllig neuartiger Strukturen und erweitert damit
das Spektrum méglicher zukiinftiger Therapeutika. Zudem erlaubt das Verfahren die Iden-
tifizierung potentieller Bindungspartner von bislang unbekannten Targetproteinen durch

die Verwendung von Tumorzellen oder -gewebefraktionen.

Eine Moglichkeit der Identifizierung bislang unbekannter Peptid- oder Protein-basierter
Liganden fiir membranstindige Proteine ist der Einsatz kombinatorischer Peptidbiblio-

[57,58] Das biotechnologische Verfahren, welches 1985 erstmalig

theken im Phagen-Display
beschrieben wurde, beruht auf der Présentation einer Vielzahl unterschiedlicher Polypep-
tide auf der Oberfliche von Bakteriophagen, die in ihrem Genom die korrespondierende
DNA enthalten (Genotyp-Phéanotyp-Kopplung). Hierfiir wird die fiir das Peptid kodieren-
de DNA an einen DNA-Abschnitt des Phagen fusioniert, der fiir eines der Hiillproteine
kodiert. In Folge dessen wird das entsprechende Peptid als Fusionprodukt des Hiillproteins
auf der Oberfliche des Phagen exprimiert [59]. Nach Inkubation der Phagenbibliothek mit
dem Zielprotein werden die ungebundenen Phagen entfernt, die gebundenen eluiert und
durch Infektion geeigneter Wirtsbakterien amplifiziert. Dieser als Biopanning bezeichnete
Prozess wird iiber mehrere Runden wiederholt, so dass eine Anreicherung der Target-affinen
Peptide stattfindet. Diese konnen nach Sequenzierung der zugrundeliegenden Phagen-DNA

identifiziert, synthetisiert und charakterisiert werden. FEine schematische Darstellung des

Biopanning-Prozesses ist in Abbildung 1.4 gegeben.
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Abbildung 1.4. Ablauf des Phagen-Display-Pannings

Die vorwiegend eingesetzten Phagen M13, Fd und fl entstammen der Ff-Familie, einer
Gruppe filamentoser Phagen, die gram-negative Bakterien wie E.coli iiber den F-Pilus in-
fizieren kénnen. Ff-Phagen sind nicht-lytische Phagen, die ihre Wirtsbakterien nach Infek-
tion nicht abtdten, so dass diese kontinuierlich Phagenpartikel vermehren und freisetzen
kénnen. Sie besitzen ein zirkuldres einzelstriangiges DNA-Genom, welches aus insgesamt
elf Genen besteht, von welchen fiinf fiir unterschiedliche Hiillproteine des Phagen kodie-
renl6%611 Eines dieser Hiillproteine ist das Minor Coat Protein pIIl, welches in fiinf Kopien
an einem Ende des Bakteriophagen vorliegt und fiir die Infektion des Wirtsbakteriums ver-
antwortlich ist[®®%2. Da es moglich ist, Peptide mit einer Lange von bis zu 50 Aminosduren
an das Hiillprotein zu fusionieren, ohne einen Verlust der Infektidsitdt zu bewirken oder
den Zusammenbau des Virions zu beeintrachtigen, wird plll oftmals fiir die Prasentation
ganzer Peptid- oder Antikérperbibliotheken verwendet. Dabei wird die fiir die Bibliothek
kodierende Fremd-DNA direkt oder {iber einen kurzen Spacer an das 5’-Ende des fiir plIl
kodierenden Gens in einen Phagenvektor kloniert. Fiir die Prisentation von Peptiden mit
mehr als 50 Aminosduren wird das monovalente Phagemid-System eingesetzt. Im Gegen-
satz zu dem konventionellen Phagenvektor enthilt das Phagemid lediglich die fiir das pIII

kodierende Sequenz sowie ein Verpackungssignal und ist damit nicht eigensténdig repli-
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kationsfdhig. Fiir die Entstehung neuer Virionen ist daher eine Co-Infektion durch einen
Helferphagen, z.B. M13KO7, notwendig, der die fiir die Phagenbildung erforderlichen Gene
komplementiert. Da das fiir pIII kodierende Gen des Helferphagen nicht modifiziert ist, ent-
steht auf den rekombinanten Phagen eine Mosaikstruktur aus Wildtyp-pIIl und maximal
einer Kopie des pIll-Fusionsproteins. Dadurch wird zugleich das Problem mdéglicher Avi-
ditétseffekte durch die Prisenz von mehr als einem Fusionsprotein pro Virion umgangen,

welche zu einer Anreicherung miRig affiner Binder fiihrt (%3],

Abbildung 1.5 zeigt den schematischen Aufbau einer Phagemid-basierten Bibliothek. Da-
bei wird die randomisierte Peptidbibliothek direkt oder iiber einen kurzen Spacer an das
Hiillprotein plll des Phagen kloniert. Nach Ligation der resultierenden DNA-Sequenz an
einen schwachen Promotor sowie ein Sekretionssignal wird das Konstrukt mit Hilfe ge-
eigneter Restriktionsenzyme in den Phagemid-Vektor integriert. Dieser trigt neben dem
E.coli- und dem Phagen-Replikationsursprung (ori) auch ein Antibiotikaresistenz-Gen (z.B.

Ampicillin) als Selektionsmarker 646,

Sekretions- Peptid- |
—\ Promotor signal bibliothek Spacer plil
~ 5 = - =
N S PLe -
N _-"
N
S -7
~ ”
Phagemid-
Vektor
Amp' .
P O 1 ori

E.coli ori

L

Abbildung 1.5. Schematischer Aufbau der Phagemid-basierten Phagenbibliothek. Nach Liga-
tion der Peptidbibliothek an das Hiillprotein plIl des Phagen wird das DNA-Konstrukt in den
Phagemid-Vektor integriert. Dieser trigt den Phagen-Replikationsursprung f1 ori sowie den bak-
teriellen Replikationsursprung E.coli ori und ein Antibiotika-Resistenzgen Amp*.
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Ein entscheidender Vorteil des Phagen-Displays besteht in der direkten Verkniipfung der
prasentierten Peptide mit ihrer entsprechenden genetischen Information. Diese Genotyp-
Phanotyp-Kopplung ermdoglicht die einfache Identifizierung potentieller Bindungspartner
einer jeden beliebigen Zielstruktur. Dabei kénnen mit nur relativ geringem Aufwand grofe

Bibliotheken mit bis zu 10'° verschiedenen Peptiden aufgebaut werden 58],

Mit Hilfe des Phagen-Displays konnten bereits zahlreiche vielversprechende Protein-Ligan-
den identifiziert werden. Hierzu gehort der humane monoklonale IgGk-Antikérper Adalimu-
mab (Humira®), der an Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) bindet und damit die Aktivierung
von TNF-Rezeptoren verhindert und zur Behandlung von rheumatoider und psoriatischer
Arthritis sowie den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Coli-
tis ulcerosa zugelassen ist. Auch das mit 7,1 kDa vergleichsweise kleine Protein Ecallantid
(Kalbitor®), welches als Kallikrein-Inhibitor zur Behandlung des hereditéiren Angioddems

eingesetzt wird, wurde mittels Phagen-Display identifiziert 58],

Bei dem Grofiteil der bislang identifizierten Verbindungen zur zielgerichteten Tumordia-
gnostik und -therapie handelt es sich um Antikdrper, die sich durch eine hohe chemische
Stabilitat sowie eine aufsergewthnliche Target-Affinitdt und -Spezifitdt auszeichnen. Aller-
dings besitzen Antikérper auch eine Reihe von nachteiligen Eigenschaften: Sie sind nicht
chemisch-synthetisch zugénglich und erfordern einen hohen Reinigungsaufwand nach re-
kombinanter Synthese, was in hohen Produktionskosten resultiert. Antikérper sind in der
Regel nicht oral bioverfiigbar und besitzen aufgrund ihrer Grofse oftmals eine unzureichen-
de diffusionsabhéngige Penetration in tiefere Gewebeschichten sowie eine geringe zelluldre
Aufnahme. Damit sind sie fiir die Therapie von groféen soliden Tumoren hiufig nicht ge-
eignet. Zudem rufen Antikorper oftmals unerwiinschte Immunreaktionen hervor, was eine
effektive Therapie erschwert bzw. génzlich zum Abbruch zwingt 66 Demnach stellt der
Einsatz von Peptiden hinsichtlich Gréfe, Membranpermeabilitdt und Pharmakokinetik ei-
ne sinnvolle Alternative dar. Zudem sind Peptide auch in groffen Mengen synthetisch leicht
zugénglich und somit in der Regel kosteneffizienter herstellbar als rekombinant erzeugte

Wirkstoffe.

Peptide spielen in zahlreichen biomolekularen Prozessen eine Schliisselrolle, da sie hinsicht-
lich ihrer Funktion als Hormone, Neurotransmitter oder Zytokine wichtige Effektoren in

den meisten Signaltransduktionswegen darstellen. Die physiologische Interaktion zwischen
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zwei oder mehreren Reaktionspartnern, z.B. zwischen Rezeptor und Ligand, beruht na-
hezu ausschlieflich auf der Interaktion zwischen definierten und rdumlich beschrénkten
Regionen. Selbst bei grofen Proteinen sind in der Regel nur bestimmte Epitope an der
Wechselwirkung beteiligt, die durch wenige Aminosduren charakterisiert werden koénnen,
aber bis zu 80% der Bindungsenergie ausmachen (%7, Es ist somit moglich, Miniproteine
und Peptide zu konstruieren, die die biologischen Funktionen grofter Biomolekiile imitieren.
Mit ihrer geringen Grofse und der strukturellen Flexibilitdt besitzen Peptide eine gewisse
Ahnlichkeit mit Transkriptionsfaktoren oder microRNAs, welche natiirlicherweise an diver-
se Rezeptorproteine binden. Im Gegensatz zu Antikérpern zeigen Peptide im Allgemeinen
eine bessere Tumorpenetration sowie eine schnellere Clearance aus gesundem Gewebe. Pep-
tide haben eine deutlich geringere Tendenz immunogene Reaktion hervorzurufen und sind
leicht zugénglich fiir rationales Wirkstoffdesign, chemische Synthese und einfache Modifi-

kation 68701

Aufgrund der fehlenden dreidimensionalen Struktur werden die meisten linearen Peptide
durch Peptidasen enzymatisch rasch abgebaut, was in sehr kurzen Zirkulationshalbwerts-
zeiten resultiert. Weiterhin sind Membranpermeabilitdt und Affinitdt zum Zielprotein bei
vielen linearen Peptiden sehr gering, weshalb eine ausreichend hohe Tumoranreicherung
nur selten erzielt werden kannl%8l. Um diese Nachteile zu iiberwinden, wurde eine Reihe
unterschiedlicher Stategien zur Stabilisierung von Peptiden entwickelt. Hierzu gehort der
Einbau von unnatiirlichen Aminosiuren, die keine natiirlichen Substrate von Enzymen re-
prasentieren und somit die Wahrscheinlichkeit einer proteolytischen Spaltung reduzieren.
Chemische Modifikationen wie die Kopplung an Polyethylenglykol (PEGylierung) oder
Hydroxyethylstirke (HESylierung) erhéhen die Loslichkeit und Stabilitit. Letzteres kann
auch durch Lipidmodifikation oder Multimerisation erreicht werden 67], Um die Membran-
permeabilitdt der Peptide zu erhéhen, kann eine Kopplung an Cell-Penetrating Peptides
(CPPs) vorgenommen werden. Diese relativ kurzen Aminosdureketten, die zumeist reich
an Lysin oder Arginin sind, besitzen ein hohes Internalisierungspotential in eukaryoti-
sche Zellen und konnen fiir die Einschleusung fremder Molekiile in das Zellinnere genutzt
werden!™. Die meisten der genannten Strategien sind jedoch nicht mit dem Einsatz im
Phagen-Display kompatibel, da sie posttranslationale Modifikationen erfordern, die nicht

von den natiirlich vorhandenen Enzymen vorgenommen werden kénnen.
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Eine alternative Strategie zur Stabilisierung von Peptiden und Miniproteinen, die sich fiir
den Aufbau von Display-Bibliotheken eignet, ist der Einsatz von Geriistkonstruktionen, so-
genannten Scaffolds. Dabei werden die variablen Peptidsequenzen in einen definierten Rah-
men mit vorgegebener Sekundarstruktur eingebunden. Diese zeichnet sich hdufig durch eine
Kombination stabiler Strukturelemente wie Alpha-Helices oder Beta-Sheets sowie exponier-
ter, leicht zugénglicher Schleifen aus, welche eine Bindung an das Zielprotein erleichtern
und die Struktur natiirlicher Proteinliganden imitieren!™. Dabei sollte das Proteingeriist
eine Insertion der Peptidbibliothek tolerieren, ohne seine dreidimensionale Struktur we-
sentlich zu verindern. Zudem sollte eine effiziente Expression sowie die korrekte Faltung

66.72] ~ Geriistbasierte Peptide zeichnen sich in der

im Display-System gewé&hrleistet sein!
Regel durch eine hohe thermodynamische Stabilitdt und Affinitét zu ihrer Zielstruktur aus
und vereinen damit die Vorziige von Antikérpern und kleinen Molekiilen. Die einfachste
Methode fiir die Stabilisierung von Peptidketten ist die Einfiihrung einer einfachen ko-
valenten Verkniipfung durch Zyklisierung von zwei geeigneten Funktionalitdten. Da die
konformationelle Entropie von zyklischen Peptiden im Allgemeinen kleiner ist als die der
entsprechenden linearen Variante, erfolgt die Einnahme einer bestimmten Konformation
nach Bindung an das Zielprotein mit einem geringeren Entropieverlust, was in der Regel in
einer hoheren Bindungsaffinitét resultiert. Zudem fiihrt die verringerte Flexibilitdt des Mo-
lekiils zu einer geringeren Anzahl an moglichen Isomeren, was eine hohere Targetspezifitat

gewahrleistet 731,

Die Formation einer Ringstruktur kann durch Ausbildung unterschiedlicher chemischer
Bindungen erzielt werden, u.a. durch die Einfiihrung einer Amid-, Lacton-, Ether- oder
Thioetherbindung. Eine der gingigsten Zyklisierungsstrategien basiert jedoch auf der Aus-
bildung einer Disulfidbriicke zwischen zwei benachbarten Cysteinresten. Aufgrund ihrer
geringen Grofse und Flexibilitdt bewirken Disulfidbriicken keine unerwiinschten strukturel-
len Verdnderungen des zyklischen Peptids und zeichnen sich durch eine auffergewthnliche
Stabilitdt aus. Damit eignen sich durch Disulfidbriicken stabilisierte Peptide ideal als Ge-
riiststrukturen fiir den Einsatz im Phagen-Display und wurden in der Vergangenheit bereits

mehrfach erfolgreich fiir die Identifizierung neuer Target-spezifischer Binder eingesetzt!73].

Eine spezielle Gruppe zyklischer Peptide, die durch Disulfidbriicken stabilisiert werden,
sind die Knotenpeptide oder Cyclotide, die in unterschiedlichen Pflanzenfamilien nach-

gewiesen worden sind. Cyclotide bestehen aus einem Kopf-Schwanz-zyklisierten Backbone
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und einer speziellen Knotenstruktur, die aus mindestens drei Disulfidbriicken gebildet wird.
Dieses Cyclic Cystine Knot (CCK)-Motiv entsteht, wenn eine Disulfidbriicke den Makrozy-
klus kreuzt, der von den beiden anderen Disulfidbriicken und dem Backbone gebildet wird.
Aufgrund der rigiden Struktur und der Knotentopologie sind Cyclotide auferordentlich sta-
bil gegentiber enzymatischem, thermischem oder chemischem Abbau und damit teilweise
sogar oral bioverfiigbar. So wird z.B. in der traditionellen Medizin afrikanischer Vélker ein
Teeaufguss aus den Bléattern der Pflanzenart Oldenlandia affinis zur Geburtseinleitung bei
Schwangeren eingesetzt. Dieser enthélt das wehenfordernde Knotenpeptid Kalata B1, wel-
ches weder durch das starke Erhitzen wihrend der Teezubereitung, noch durch sauren oder
basischen pH wihrend der gastrointestinalen Passage inaktiviert wird[™. Auch das Cyclo-
tid MCoTI-1I1I, welches urspriinglich aus der Pflanzenart Momordica cochinchinensis aus
der Familie der Kiirbisgewichse isoliert wurde, zeichnet sich durch eine aufsergewohnliche
Stabilitdt gegeniiber chemischem, thermischem und enzymatischem Abbau aus 741 Wei-
terhin toleriert es den Einbau verschiedener Aminosduresequenzen ohne negativen Einfluss
auf die rdumliche Struktur des knoten&hnlichen Geriists und wird aufgrund seiner hohen
Zellinternalisierungsrate als zyklisches CPP angesehen 5] Damit besitzt es die idealen
Voraussetzungen fiir den Einsatz als Geriiststruktur in der peptidbasierten Wirkstoffent-

wicklung.

Zwei weitere Geriiststrukturen, die fiir den Einsatz im Phagen-Display vielfach beschrie-
ben worden sind, sind die kleinen Peptide Min-23 und SFTI-1. Bei Min-23 handelt es sich
um ein zyklisches Geriistpeptid bestehend aus 23 Aminosduren. Es ist strukturell vom
Cyclotid EETI-IT abgeleitet, welches selbst Verwendung als Scaffold-Peptid findet. Anders
als EETI-IT wird Min-23 durch zwei statt durch drei Disulfidbriicken stabilisiert, die sich
aber nachweislich nativ falten, was darauf hindeutet, dass das CCK-Motiv als autonome
Falteinheit betrachtet werden kann ("7, Ahnlich wie das Cyclotid MCoTI-II ist Min-23
dulerst tolerant gegeniiber Sequenzmodifikationen und erlaubt den Einbau von bis zu 18

78] Die Insertion von

variablen Aminosduren unter Beibehaltung der korrekten Faltung
Fremdaminoséuren erfolgt bevorzugt im Beta-Loop, welcher der Oberfliche ausgesetzt ist
und somit fiir die Zielstruktur leicht zuginglich ist. SFTI-1 (Sunflower Trypsin Inhibitor-
1) ist ein zyklisches Peptid aus 14 Aminosiduren, welches urspriinglich aus den Samen der

Pflanzenart Helianthus anuus isoliert wurde und unterschiedliche Serinproteasen, darun-

ter Chymotrypsin, Elastase, Thrombin und Trypsin, mit hoher Affinitdt inhibiert (79,80,

18



Obwohl es lediglich durch eine Disulfidbriicke stabilisiert wird, besitzt das Peptid eine au-
Bergewohnlich hohe proteolytische Stabilitat sowie zellpenetrierende Eigenschaften. SFTI-1
toleriert den Einbau von bis zu acht verschiedenen Aminosiuren und ist aufgrund seiner
geringen Grofe leicht zu synthetisieren, was es als ideales Geriistprotein fiir den FKinsatz im
Phagen-Display auszeichnet[®!]. Abbildung 1.6 zeigt den schematischen Aufbau der in die-
ser Arbeit eingesetzten Geriiststrukturen, die von den zyklischen Peptiden SFTI-1, Min-23
und MCoTI-II abgeleitet sind.

\l ;, lﬁ
’ GRCT(X)sCYPD

| i | |
(X),CKQDSDCLAGSVC(X),GPXFCG

MCoTI-ll

| | B
GS(X),C(X);,CRRDSDC(X);CICRGNGYCG

Abbildung 1.6. Disulfidbriicken-stabilisierte zyklische Geriistproteine fiir den Einsatz im Phagen-
Display. Die variablen Bereiche, bestehend aus randomisierten Aminosauren, sind in blau gekenn-

zeichnet.

1.4 Nuklearmedizinische Diagnostik und Therapie maligner

Tumoren

Die Radiotherapie maligner Neoplasien gehort neben der chirurgischen Resektion und der
Chemotherapie zu den zentralen Sdulen der Tumortherapie. Sie kann als alleinige Behand-
lungsmethode, in Kombination mit einer Chemotherapie als Radiochemotherapie sowie vor
(neoadjuvant) oder nach (adjuvant) einer Operation eingesetzt werden. Die Strahlenthera-

pie basiert auf einer Schidigung der DNA in den Tumorzellen durch ionisierende Strahlung
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oder Teilchenstrahlung, wodurch eine weitere Zellteilung unterbunden wird[®2. Dabei ist
es einerseits moglich, den Tumor lokal mit Hilfe einer externen Strahlungsquelle perku-
tan zu bestrahlen. Hierfiir wird hochenergetische Rontgenstrahlung sowie Schwerionen-
oder Protonenstrahlung eingesetzt, die ausgehend von einer externen, in einer definierten
Entfernung vom Patienten befindlichen Strahlungsquelle auf den Tumor trifft und diesen
schidigt. Dabei muss die Strahlung, je nach Lage des Tumors, allerdings zahlreiche Ge-
webeschichten passieren und schidigt dabei unausweichlich auch gesundes Gewebe. Dies
kann insbesondere bei strahlungssensitiven Organen, wie der Haut, den Schleimh&uten,
dem Darm und dem Riickenmark, eine Limitation der mdglichen Strahlendosis und da-
mit des zu erwartenden Therapieerfolges darstellen. Zudem ist eine effektive Behandlung
von Fernmetastasen und befallenen Lymphknoten durch die perkutane Bestrahlung nur
unzureichend moglich [83],

Eine alternative Moglichkeit ist die Brachytherapie, bei der die Strahlungsquelle direkt am
Tumor platziert wird. Hierfiir werden Radionuklide mit einer geringen Strahlungsreichwei-
te einsetzt, so dass das umliegende Gewebe einer geringeren Strahlungsbelastung ausge-
setzt ist. Diese Methode eignet sich insbesondere fiir die Behandlung des Zervix- und des

2] Ein weiterer Ansatz fiir

Prostatakarzinoms, sowie bei Sarkomen oder HNO-Tumoren
die radiologische Behandlung von Tumoren ist die nuklearmedizinische Strahlentherapie
oder Radionuklidtherapie. Hierbei werden dem Patienten radioaktive Substanzen intra-
vends verabreicht und gelangen iiber den Blutkreislauf in die betroffenen Organe, wobei
idealerweise eine selektive Anreicherung des Radiopharmakons in den malignen Lésionen

stattfindet. Diese Methode eignet sich besonders fiir die Behandlung von Metastasen, die

fiir eine externe Bestrahlung nur schlecht zugénglich sind, wie z.B. Knochenmetastasen.

Eine Sonderform ist die Peptid-Rezeptor-Radionuklidtherapie (PRRT), bei der das Radio-
nuklid mit Hilfe eines zielgerichteten Peptids in den Tumor transportiert wird 1841, Géngige
Radionuklide fiir die Radiotherapie sind Beta-Strahler mit einem linearen Energietransfer
von ca. 0,2 keV/pm, wie z.B. Yttrium-90, Iod-131, Lutetium-177 und Rhenium-186 bzw.
-188 sowie Alpha-Emitter mit einer deutlich hoheren Strahlungsenergie, wie z.B. Astat-211
und Bismut-212 bzw. -213 (50 bis 230 keV /pum) 8%,

Eine moglichst prazise und damit nebenwirkungsarme Radionuklidtherapie setzt voraus,

dass das Radiopharmakon moglichst rasch im Tumor anreichert und nicht in gesundem
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Gewebe akkumuliert. Um dies zu erreichen, werden die Nuklide in chemische Verbindun-
gen inkorporiert, die bevorzugt von Tumorzellen aufgenommen werden bzw. an bestimmte
Liganden gekoppelt, die eine Affinitét zu tumorspezifischen Molekiilen besitzen. Da diese
Verbindungen lediglich als Vehikel fiir den Transport der therapeutisch wirksamen Ra-
dioisotope dienen, konnen geringe Substanzmengen eingesetzt werden, die weit unterhalb
einer pharmakologisch wirksamen Dosis liegen, was das Risiko von unerwiinschten Neben-
wirkungen minimiert. Gleichwohl sollten die Liganden eine hohe Affinitit sowie Spezifitat
zu ihrem Zielprotein besitzen, um eine schnelle Tumoraufnahme des Radionuklids und eine

geringe Strahlenbelastung von gesundem Gewebe zu gewéhrleisten.

Bislang wurde eine Reihe zielgerichteter Molekiile entwickelt, die fiir die Radionuklid-
therapie zugelassen sind. Hierzu zihlen z.B. die radiomarkierten CD20-Antikérper 20Y-
Ibritumomab (Zevalin®) und '*'I-Tositumomab (Bexxar®) zur Therapie des Non-Hodgkin-
Lymphoms sowie “Y-DOTATOC zur palliativen Behandlung fortgeschrittener neuroendo-

kriner Tumoren "4,

Neben ihrer Bedeutung fiir die Radionuklidtherapie spielen zielgerichtete Verbindungen
eine wichtige Rolle fiir die zuverléssige Diagnostik maligner Neoplasien. Dabei ist fiir eine
moglichst exakte Beurteilung des Krankheitsstadiums (Tumor-Staging) sowie fir eine pra-
zise Therapieplanung vornehmlich die Detektion sehr kleiner Lasionen, Metastasen oder
Lymphknoten von Bedeutung. Insbesondere im Hinblick auf die Auswahl einer geeigneten
zielgerichteten Therapie ist eine akkurate Diagnose unerlésslich. Da nicht alle Patienten fiir
eine zielgerichtete Therapie in Frage kommen und nur diejenigen Patienten profitieren kon-
nen, deren Tumor die entsprechende Zielstruktur exprimiert, ist vor Beginn der Therapie
eine Stratifizierung, d.h. eine Auswahl des geeigneten Patientenkollektivs, notwendig. Dies
gilt z.B. fiir die hormonelle Therapie von Patienten mit einem Estrogenrezeptor-positiven
Mammakarzinom oder die Behandlung mit Antikérpern gegen HER2 (Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2), welcher nur in einem Drittel aller Brustkrebstypen nachgewie-

sen werden kann [86].

Nachdem der klinische Stellenwert zielgerichteter Therapeutika in den letzten Jahren immer
weiter zugenommen hat, gewinnt auch die Notwendigkeit einer zuverldssigen Diagnostik
an Bedeutung. In Folge dessen riickten Molekiile in den Fokus, die sowohl diagnostisch

[86]

als auch therapeutisch einsetzbar sind, sogenannte Theranostics'®®. Theranostische Ver-

bindungen eignen sich ideal fiir die Prognose eines moglichen Therapieerfolges sowie das
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Monitoring des Therapieverlaufs und tragen somit zu einer verbesserten Therapiesicher-
heit bei. Nachdem eine Reduktion der Risiken auch eine Reduktion der Kosten zur Folge
hat, ist ein Einsatz von theranostischen Verbindungen auch aus Skonomischen Griinden

empfehlenswert.

Bildgebende Verfahren in der Nuklearmedizin

Bildgebende Verfahren spielen eine Schliisselrolle in der Diagnostik maligner Lasionen und
erlauben eine non-invasive Beurteilung der Lage, Grofe sowie der Progredienz des Tu-
mors. Der Einsatz langfristig etablierter Verfahren wie der Rontgen-Untersuchung oder
der Sonographie werden dabei zunehmend von neueren Entwicklungen wie der Magnetre-

sonanztomographie (MRT) oder der Computertomographie (CT) ergénzt.

Zu den nuklearmedizinischen Verfahren gehéren die Szintigraphie, die Einzelphotonen-
Emissions-Computertomographie (SPECT) sowie die Positronen-Emissions-Tomographie
(PET). Diese funktionellen bildgebenden Verfahren haben den Vorteil, dass sie einen Riick-
schluss auf Stoffwechselprozesse oder die Expression bestimmter Oberflichenstrukturen,
z.B. Rezeptoren oder Transportproteine, ermdglichen. Durch die gezielte Anreicherung der
Nuklide in malignen Geweben lasst sich nicht nur deren Lage lokalisieren, sondern auch ein
Riickschluss auf metabolische Funktionsstérungen ziehen. Eine parallele Anwendung von
PET und CT (kombinierte PET/CT) vereint die Vorteile beider Methoden und erlaubt
einen Riickschluss sowohl auf die Anatomie als auch die Physiologie des Tumors, was eine

prézisere Diagnose und ein zuverlédssigeres Staging ermdglicht.

Der am haufigsten eingesetzte Tracer fiir die Tumordiagnose im PET ist das mit Fluor-
18 radiomarkierte Glucosederivat Fluordesoxyglucose (*F-FDG). Nach intravendser Gabe
wird die Substanz bevorzugt in Geweben mit einer hohen metabolischen Rate angereichert.
Dies gilt fiir Organe mit einem physiologisch hohen Energieumsatz, wie dem Gehirn oder
der Leber, aber auch fiir entziindliche Gewebe sowie maligne Tumoren. Trotz des daraus
resultierenden Nachteils der unspezifischen Anreicherung in nicht-kanzerésen Geweben ist

I8F-FDG bis heute der Tracer der Wahl fiir die PET-basierte Tumordiagnostik (871,

Eine mogliche Alternative ist die Verwendung radiofluorierter Aminosiuren, wie z.B. 2-
['8F]Fluor-L-tyrosin (F-TYR) oder [**F]Fluor-L-dihydroxyphenylalanin (F-DOPA). Diese

werden bevorzugt eingesetzt, wenn die Anwendung von ¥F-FDG nicht sinnvoll erscheint,
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wie dies z.B. bei der Diagnose von Hirntumoren der Fall ist. Auch der Einsatz radiofluo-
rierter Estrogene wie z.B. ['*®F|-Fluoroestradiol fiir die Diagnose Estrogenrezeptor-positiver

Brustkrebstypen findet bereits klinische Anwendung 1861,

Trotz der weiten Verbreitung dieser Substanzen und ihrer unbestritten wichtigen Bedeu-
tung fiir die nuklearmedizinische Diagnostik sind die meisten Verbindungen aufgrund der
geringen Spezifitdt in ihrem Einsatz limitiert und eignen sich nur unzureichend fiir die
Darstellung angiogener Prozesse oder die Differenzierung von inflammatorischem und ma-
lignem Gewebe. Aus diesem Grund hat die Entwicklung tumorspezifischer Liganden einen
wichtigen Stellenwert fiir die prézise nuklearmedizinische Diagnostik und die zielgerichtete

Therapie maligner Tumoren.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Identifizierung und Charakterisierung neuer tumor-
spezifischer Liganden fiir den zielgerichteten Transport diagnostischer oder therapeutischer
Radionuklide sowie alternativer Effektormolekiile unter Verwendung der Phagen-Display-
Technologie sowie Methoden des rationalen Wirkstoff-Designs. Bei dem Zielprotein handelt
es sich um das tumorspezifische Markerprotein Fibroblast Activation Protein-a (FAP), wel-
ches selektiv in iiber 90 % der Tumore epithelialen Ursprungs exprimiert wird und nicht in

benignen Lasionen oder gesundem, adultem Gewebe nachgewiesen werden kann.

Fiir die Identifizierung neuer Liganden mit Hilfe der Phagen-Display-Technologie wurden
kombinatorische Peptidbibliotheken basierend auf den zyklischen, durch Disulfidbriicken
stabilisierten Geriiststrukturen SFTI-1 und Min-23 hergestellt. Nach Durchfiilhrung des
Biopannings iiber vier Runden wurden die identifizierten Peptide mittels Fmoc-Festphasen-
synthese hergestellt, zyklisiert und mittels HPLC/MS analysiert. Nach radioaktiver Mar-

kierung der Substanzen erfolgte eine Charakterisierung in Zellbindungsstudien.

Weiterhin sollte ein bereits mittels Phagen-Display identifiziertes FAP-spezifisches Mini-
protein in Zellbindungs-, Kompetitions- und Internalisierungsstudien sowie in tumortra-
genden Méausen charakterisiert werden. Hierfiir wurden Bioverteilungsexperimente sowie
Bildgebungsstudien mit Hilfe eines Kleintier-PETs durchgefiihrt. Zur Untersuchung der
Struktur-Wirkungsbeziehungen des Miniproteins wurde eine Reihe von Strukturderivaten

hergestellt, radiomarkiert und im Zellbindungsassay untersucht.

Dariiber hinaus wurden, ausgehend von einem FAP-Inhibitor mit bekannter Leitstruk-
tur, die FAP-spezifischen Tracer FAPI-01 bis FAPI-15 entwickelt und im Hinblick auf
Target-Affinitat und -Spezifitdt in Zellbindungs-, Kompetitions- und Internalisierungsstu-
dien sowie im Tiermodell charakterisiert. Hierfiir wurden Bioverteilungsexperimente sowie
Bildgebungsstudien mit Hilfe eines Kleintier-PETs durchgefiihrt. Aufgrund der vielver-
sprechenden Ergebnisse der Tierexperimente wurden zwei der Substanzen fiir die klinische
Bildgebung von Patienten mit unterschiedlichen epithelialen Tumoren sowie hochgradigen

Glioblastomen eingesetzt.

24



3 Material und Methoden

3.1 Materialien und Gerate

3.1.1 Puffer und L&sungen

Die verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Losungsmittel zur Herstellung der Puffer

wurden von folgenden Herstellern bezogen:

Applichem GmbH (Darmstadt), Bachem Distribution Services GmbH (Weil am Rhein),
Bernd Kraft GmbH (Duisburg), Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen), Biosolve BV
(Valkenswaard, Niederlande), Carl Roth GmbH & Co.KG (Karlsruhe), Griissing GmbH
(Filsum), IRIS-Biotech (Marktredwitz), Merck Chemicals GmbH (Darmstadt), Orpegen
(Heidelberg), Santa Cruz Biotechnology Inc. (Heidelberg), Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen) und VWR International GmbH (Bruchsal).

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Puffer mit deionisiertem, steril filtriertem Was-
ser angesetzt und ggf. vor Gebrauch autoklaviert. Der pll-Wert der Losungen wurde vor
dem Autoklavieren mit Hilfe eines pH-Meters bestimmt und bei Bedarf mit 1 M NaOH

bzw. 1 M HCl-Losung eingestellt.

Coomassie-Firbelosung: 45 % MeOH, 10 % HOAc, 0,1 % Brilliant Blue ad 500 ml HyO
Coomassie-Entfiarber: 2,5 % MeOH, 7% HOAc, 1 % Glycerol ad 500 ml HoO
DNA-Elektrophoresepuffer: 2M Tris, 0,25 M NaOAc, 0,06 M EDTA ad 1000ml H,O
Elektrophoresepuffer: 3 g Tris, 14,4 g Glycin, 0,1% SDS ad 1000 ml HoO
Glycin-HCI: 0,2M Glycin ad 1000 ml HoO, pH 2,2

Lysepuffer: 0,3M NaOH, 0,2% SDS ad 1000ml H,O

PEG /NaCl 20%: 100g PEG-8000, 73g NaCl ad 500ml HO

PBS: 8g NaCl, 0,27g KCl, 1,42 g NagHPOy, 0,24 g KHoPO4 ad 1000 ml H2O, pH 7,4
PBST: 0,5ml Tween-20 ad 1000 ml PBS
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RIPA-Puffer: 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 5mM EDTA, 0,1% SDS, 1% Igepal,
0,5 % Na-Desoxycholat ad 1000 ml H,O

SDS-Probenpuffer (4x): 62,5mM Tris-HCl, 2% SDS, 20% Glycerol, 100mM DTT,
0,005 % Bromphenolblau ad 50 ml HyO

Stripping-Puffer: 3,125ml 1 M Tris-Losung pH 6,8, 345 ul Mercaptoethanol, 2% SDS
ad 50ml HyO

TAE-Puffer: 40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20mM HOAc ad 1000ml H5O

TBS: 5mM Tris, 15mM NaCl ad 1000 ml H,O, pH 7.4

TBST: 0,5ml Tween-20 ad 1000 ml TBS

Transferpuffer: 3 g Tris, 11,25¢g Glycin, 100 ml MeOH ad 1000 ml HyO, pH 8,3
Triton-X 1%: 1 ml Triton-X ad 100 ml TBS

3.1.2 Antikorper

Bezeichnung Herkunft Verdiinnung
mouse anti-human FAP-o, monoklonal Abnova 1:2500
mouse anti-DPP4, monoklonal OriGene 1:1000
mouse anti-3-Aktin, monoklonal Abcam 1:5000
goat anti-human IgG Jackson IR 1:5000
goat anti-mouse IgG1-HRP, polyklonal Santa Cruz Biotech 1:5000
rabbit anti-goat IgG-HRP, polyklonal PromoKine 1:5000

Tabelle 3.1. Bezeichnung, Herkunft und Verdiinnung der eingesetzten Antikérper

3.1.3 Zelllinien

Eine Ubersicht der verwendeten Zelllinien ist in Tabelle 3.2 gegeben. Je nach Linie wurden
die Zellkulturmedien Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) oder RPMI 1640 (je-
weils mit GlutaMax und HEPES, High Glucose, Gibco, Thermo Scientific) unter Zusatz von
10 % fetalem Kilberserum (FBS, Gibco, Thermo Scientific) verwendet. Das Kulturmedium
fiir die mit * gekennzeichneten, transfizierten Linien wurde zusétzlich mit 200 pg/ml des
Selektionsantibiotikums Hygromycin supplementiert. Fiir die subkutane Inokulation von
tumorigenen Zellen in immundefiziente Mause wurde OptiMEM (Gibco, Thermo Scientific)

ohne Zuséatze verwendet.
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Zelllinie Beschreibung und Herkunft Medium

BxPC3 humanes Pankreaskarzinom RPMI
(Sigma Aldrich, Steinheim)

Capan-2 humanes Pankreaskarzinom RPMI
(Sigma Aldrich, Steinheim)

CHO-FAP CHO-Zellen transfiziert mit humanem FAP RPMT*
(Biontech AG, Mainz)

CHO-muFAP CHO-Zellen transfiziert mit murinem FAP RPMT*
(Biontech AG, Mainz)

CHO-mock mock-transfizierte CHO-Zellen RPMI
(Biontech AG, Mainz)

CT26-wt murines Kolonkarzinom RPMI
(ATCC, Manassas, USA)

CT26-FAP murines Kolonkarzinom, RPMT*
transfiziert mit humanem FAP
(Biontech AG, Mainz)

HEK-CD26 HEK-293-Zellen, transfiziert mit humanem CD26 DMEM
(Stefan Bauer, NCT Heidelberg)

HEK-muFAP HEK-293-Zellen, transfiziert mit murinem FAP DMEM
(Stefan Bauer, NCT Heidelberg)

HT-1080-FAP humanes Fibrosarkom, transfiziert mit humanem DMEM
(FAP Stefan Bauer, NCT Heidelberg)

MCF-7 humanes Mammakarzinom RPMI
(Sigma Aldrich, Steinheim)

SK-LMS-1 humanes Leiomyosarkom RPMI
(ATCC Manassas, USA)

USTMG humanes Glioblastom DMEM

(ATCC Manassas, USA)

Tabelle 3.2. Ursprung, Herkunft und Kulturmedien der Zelllinien
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3.1.4 Geriate

Bezeichnung

Hersteller

Agarosegelkammer PerfectBlue Gel System
Autoklav Systec 5075 EL

COg-Inkubator Forma Scientific 3860
Feinwaage X5105

Fluorometer Qubit 3.0

Gammacounter Berthold LB 951G
Gammacounter Packard Cobra Autogamma
Gammakamera Millenium Hawk-Eye
Geldokumentationsstation DP-001.FDC
Ge-68/Ga-68-Generator

HPLC Agilent 1100

HPLC Agilent 1200

HPLC-MS Exactive

Kleintier-PET Inveon
Kleintier-SPECT/CT

Laborwaage Kern PLJ

Laborwaage Mettler PM4800 Deltarange
Millipore-Anlage Purelab Plus UV
LSM-Mikroskop Zeiss LSM 700
Massenspektrometer Exactive
Narkosegasverdampfer Drager Vapor 19.1
Peptid-Synthesizer Prelude PT

pH-Meter inolab pH 7110
Plattformschiittler Heidolph Titramax 101
Praparative HPLC LaPrep P110
Semi-Dry-Blotter Owl HEP-1
Schiittelinkubator SM-30

Spektrophotometer Nanodrop Lite

Thermocycler BIO-RAD T100 Thermal Cycler

Thermomixer 5436
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VWR, Darmstadt

Systec, Wettenberg

Thermo Scientific, Darmstadt
Mettler-Toledo, Greifensee (CH)
Thermo Scientific, Darmstadt
Berthold Technologies, Bad Wildbad
GMI, Anoka (USA)

GE Healthcare, Miinchen

Vilber Lourmat, Eberhardzell
Themba Labs, Somerset West (ZA)
Agilent, Santa Clara (USA)
Agilent, Santa Clara (USA)
Thermo Scientific, Darmstadt
Siemens, Erlangen

Biospace, Nesles la Valle (FR)
Kern & Sohn, Balingen
Mettler-Toledo, Giefen

USF Elga, Ransbach-Baumbach
Carl Zeiss AG, Oberkochen
Thermo Scientific, Darmstadt
Dragerwerk AG, Liibeck

Gyros PT, Tucson (USA)

WTW, Weilheim

Heidolph Instruments, Schwabach
VWR, Pennsylvania (USA)
Thermo Scientific, Darmstadt
Edmund Bihler, Bodelshausen
Thermo Scientific, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg



Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg

UV-Spektrophotometer Ultrospec 3100 pro Amersham Biosciences, Miinchen
Vakuumanlage Rotavapor M Biichi, Essen

Vortex Mixer Neolab, Heidelberg

Wasserbad GFL GFL, Burgwedel

Western Blot Gelkammer Mini Protean Tetra Bio-Rad, Miinchen

Zellzéhler Vi-CELL XR Beckman Coulter, Krefeld
Zentrifuge Heraeus Multifuge 1 S-R Thermo Scientific, Darmstadt
Zentrifuge Heraeus Fresco 17 Thermo Scientific, Darmstadt

Tabelle 3.3. Bezeichnung und Herkunft der eingesetzten Gerite

3.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultur

Eine genaue Ubersicht der verwendeten Zelllinien und Zellkulturmedien ist in Tabelle 3.2
gegeben. Alle Zelllinien wurden im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Um eine Kontamination mit Mykoplasmen auszuschliefen, wurden alle Zellli-
nien in regelméfigen Abstédnden unter Verwendung eines PCR Mykoplasmen-Test-Kits
iiberpriift (PCR Mycoplasma Test Kit I/C, PromoKine, Heidelberg). Das Passagieren der
Zellen erfolgte bei ca. 80-90 % Konfluenz durch die Zugabe von Trypsin. Zur Kryokonservie-
rung wurden jeweils zwei Millionen Zellen in Einfriermedium (jeweiliges Zellkulturmedium,
20 % FBS und 10 % DMSO) aufgenommen, in Kryoréhrchen {iberfithrt und kontinuierlich
im Isopropanol-Bad abgekiihlt. Die kurzzeitige Lagerung erfolgte bei -80 °C; bei Lagerungs-
zeiten liber acht Wochen wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff bei -196 °C aufbewahrt.
Nach dem Auftauen der Zellen im Wasserbad bei 37 °C wurde das Einfriermedium durch
Zentrifugation fiir 5 min bei 1100 rpm und Raumtemperatur vollstdndig entfernt. Die Zellen
wurden mit 10 ml vorgewdrmtem Zellkulturmedium gewaschen und in Zellkulturflaschen
iiberfithrt. Um Intoxikationen der Zellen durch eventuell noch vorhandene Spuren von
DMSO zu vermeiden, wurde nach 24 Stunden ein Medienwechsel vorgenommen. Fiir die
Bestimmung der Zellzahl sowie der Zellvitalitdt nach der Trypanblau-Methode wurde ein

automatischer Zellzdhler verwendet.
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3.2.2 Bestimmung der Proteinexpression
Gesamtproteinextraktion aus Zellen und SDS-PAGE

Zur qualitativen Bestimmung der Zielproteinexpression der verwendeten Zelllinien wur-
den in regelméfigen Abstinden von acht bis zwolf Wochen Proteinnachweise mittels SDS-
PAGE und anschlieffender Western Blot-Analyse durchgefithrt. Hierfiir wurden die Zellen
in T175-Zellkulturflaschen ausgesit und im jeweiligen Wachstumsmedium bis zu einer Kon-
fluenz von 80-90 % kultiviert. Die Zellen wurden drei Mal mit eiskaltem PBS gewaschen,
mit einem Zellschaber vom Flaschenboden abgelést und mit je 10ml PBS in ein 15ml-
Falcon iiberfiithrt. Nach Zentrifugation fiir fiinf Minuten bei 4°C mit 1200 rpm wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet mit 1 ml RIPA-Puffer unter Zusatz von Proteas-
einhibitoren (Complete Mini, EDTA-free, Roche) resuspendiert. Nach Inkubation fiir zehn
Minuten bei 4 °C wurde die Suspension 15 Minuten bei 4 °C mit 13.000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand, der die geldsten Zellproteine enthilt, wurde in ein 1,5 ml-Eppendorf-Tube

iiberfithrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Zur Denaturierung der nativen Proteine wurden je 75 pl der Proteinlésung mit 25 pl 4x SDS-
Probenpuffer versetzt und 10 Minuten bei 95°C aufgekocht. Nach dem Abkiihlen wurden
je 20l der Probenlésung in separate Geltaschen eines Acrylamid-Gels aufgetragen. Die
verwendeten Gele, bestehend aus Sammel- und Trenngel, wurden zuvor nach den in Tabelle

3.4 aufgefiihrten Angaben gegossen.

Trenngel 8% Trenngel 10% Sammelgel

Trennbereich (kDa) 30-95 20-80 —
H,0 (ml) 7.0 5,9 3.4
1,5 M Tris pH 8,8 (ml) 3.8 3.8 —
1,5 M Tris pH 6,8 (ml) — — 0,63
30% Acrylamid (ml) 4,0 5,0 0,83
10% SDS (q1l) 150 150 50
10% APS (ul) 150 150 50
TEMED (ql) 15 15 5

Tabelle 3.4. Zusammensetzung der SDS-Gele

30



Je nach GroRe des zu detektierenden Proteins wurden 8 bzw. 10 %ige Trenngele verwendet.
Um eine Grokenabschétzung der aufgetrennten Proteine zu ermdglichen, wurden zusétzlich
8 ul eines Grofenmarkers (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific)
aufgetragen. Der Gellauf wurde in Elektrophoresepuffer 15 Minuten bei 90 V und ca. 90

Minuten bei 120 V in einer Gelkammer durchgefiihrt.

Western Blot und Immundetektion der Zielproteine

Nach der Auftrennung mittels SDS-PAGE wurden die Proteine mit Hilfe des Western Blot-
Verfahrens auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) tibertragen. Hierfiir wurde die
Membran ca. 30 Sekunden in Methanol getrinkt und anschliefsend griindlich mit Transfer-
puffer benetzt. Das SDS-Gel wurde in einem Semi-Dry-Blotter auf ein mit Transferpuffer
getrinktes Blotpapier gelegt und blasenfrei mit der PVDF-Membran sowie einem weiteren,
mit Transferpuffer vorbehandelten Blotpapier bedeckt. Die Apparatur wurde verschlossen
und der Transferprozess bei Raumtemperatur und einer Stromstarke von 200 mA pro Gel

fiir 45 Minuten durchgefiihrt.

Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran mit PBS gespiilt und fiir eine Stunde in einer
Blockierlosung aus 5 % Milchprotein in TBST geschwenkt. Anschliefend wurde der jewei-
lige Zielprotein-spezifische Primérantikorper (siehe Tabelle 3.1) zugegeben und tiber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Die Membran wurde drei Mal fiir je zehn Minuten mit TBST gewaschen
und anschliefend zwei Stunden bei Raumtemperatur mit dem Sekundéarantikorper (in 5 %
Milchprotein in TBST) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBST (drei Mal fiir je zehn
Minuten) wurde die Entwicklerlésung, bestehend aus gleichen Teilen ECL (Enhanced Che-
moluminescence )-Substrat und Oxidationslosung (Western Lightning Plus ECL, Perkin-
Elmer, USA) zugegeben und eine Minute auf der Membran belassen. Die Proteindetektion
erfolgte nach Beleuchtung eines Rontgenfilms (Amersham Hyperfilm, Sigma-Aldrich) fiir

zehn bis 60 Sekunden in der Dunkelkammer.

Um eine erneute Antikérperfirbung der selben Membran zu ermdéglichen, wurden die be-
reits gebundenen Antikérper durch das sogenannte Membran-Stripping entfernt. Hierfiir
wurde die PVDF-Membran unter leichtem Schiitteln fiir 30 Minuten bei 50 °C in Stripping-
Puffer inkubiert. Dabei wurde die Bindung der Antikdrper an die auf die Membran transfe-
rierten Proteine durch den im Puffer enthaltenen Mercaptoethanol getrennt. Anschlielend

wurde die Membran mehrmals mit Wasser gespiilt, bis der Geruch nach Mercaptoethanol
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vollstdndig verschwunden war. Nach einer erneuten Inkubation der Membran in Blockier-
16sung fiir eine Stunde konnte eine weitere Antikorperfarbung durchgefithrt werden. Die

eingesetzten Primér- und Sekunddrantikérper sind in Tabelle 3.1 gelistet.

Coomassie-Farbung

Zum direkten Nachweis der aufgetrennten Proteine im SDS-Gel wurde das Gel eine Stunde
bei Raumtemperatur in 10 ml einer Coomassie-Féarbelosung inkubiert. Anschliefsend wurde
die Farbelosung verworfen und das Gel bei Raumtemperatur unter mehrmaligem Wechsel
der Lésung im Entfarber geschwenkt, bis die blaue Férbung nahezu vollstindig verschwun-

den war.

3.2.3 Plasmidpriparation
Mini-Préparation

Fiir die Isolierung kleiner Plasmid-DNA-Mengen aus Bakterienkulturen kleiner 20 ml wur-
de die Plasmidpréparation nach dem Prinzip der alkalischen Lyse mit Hilfe des Gene-
JET Plasmid Miniprep Kits (Thermo Scientific, Darmstadt) nach Protokoll der Herstellers
durchgefiihrt. Hierfiir wurde die {iber Nacht amplifizierte Bakterienkultur zwei Minuten bei
4°C und 4000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet
gemils den Herstellerangaben resuspendiert und lysiert. Nach sdulenchromatographischer
Aufreinigung der Plasmid-DNA wurde diese mit Wasser (Aqua ad iniectabilia, B. Braun)

eluiert.

Maxi-Priparation

Fiir die Isolierung groferer Plasmid-DNA-Mengen aus Bakterienkulturen grofer 20 ml wur-
de die Plasmidpriparation nach dem Prinzip der alkalischen Lyse mit Hilfe des QIAGEN
Plasmid Maxi Kits (QIAGEN, Hilden) nach Protokoll der Herstellers durchgefiihrt. Hier-
fiir wurde die iiber Nacht amplifizierte Bakterienkultur 15 Minuten bei 4 °C und 4000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet gemiif den Her-
stellerangaben resuspendiert und lysiert. Nach séulenchromatographischer Aufreinigung
der Plasmid-DNA wurde diese mit Isopropanol ausgeféllt, mit Ethanol gewaschen und in

Wasser aufgenommen.
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3.2.4 DNA-Reinigung mittels Agarose-Gelextraktion

Die Aufreinigung von PCR-Produkten oder Plasmid-DNA mit einer Gréfe zwischen 70 bp
und 10 kb erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese und anschliefender Gelextraktion.
Fiir die Herstellung des Gels wurden 1,5 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer aufgenommen
und in der Mikrowelle aufgekocht bis die Agarose vollstindig gelost war. Nach Abkiihlung
der Losung auf ca. 60°C wurden 2pl Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,2pg/ml) zur
Fluoreszenzfarbung der DNA zugegeben. Die Lésung wurde in einen Gelschlitten gegossen
und das Gel nach dem vollsténdigen Aushérten mit den zu reinigenden DNA-Proben bela-
den. Je nach Grofe der zu trennenden Fragmente wurde ein 50 bp- bzw. 1 kb-DNA-Marker
(GeneRuler DNA Ladder) als Referenz verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer
Spannung von 120 V fiir 30 bis 45 Minuten durchgefiihrt. Nach der elektrophoretischen
Auftrennung der DNA wurde das bendétigte Fragment mit einem Skalpell ausgeschnitten
und unter Verwendung des QTAquick Gel Extraction Kits (QIAGEN, Hilden) geméf den
Herstellerangaben gereinigt. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Elution der DNA

in Wasser.

3.2.5 DNA-Restriktion und Anlagerung von Sequenzierprimern

Die Analyse der im Phagen-Display angereicherten Peptidsequenzen erfolgte durch Sequen-
zierung der zugrundeliegenden DNA nach dem NGS-Verfahren (Next Generation Sequen-
cing) durch die Firma GATC Biotech, Konstanz. Hierfiir werden spezielle Sequenzierpri-
mer bendtigt, die mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) an den zu sequenzierenden
DNA-Abschnitt angefiigt werden. Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Reaktionen
mit der KOD Hot Start DNA-Polymerase unter Verwendung der beigefiigten Puffer und
Reagenzien durchgefiihrt (Novagen KOD Hot Start DNA Polymerase Kit, Merck KGaA,

Darmstadt).

Zunichst wurde die durch Maxi-Préparation isolierte Plasmid-DNA mit den Restriktions-
enzymen EcoRI und NotI (Thermo Scientific FastDigest) enzymatisch verdaut, das resul-
tierende DNA-Fragment nach Gelextraktion mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits
gereinigt (QIAGEN, Hilden) und mit Wasser eluiert. Anschliefend wurden die Sequenzier-
primer mittels PCR angefiigt und das entsprechende DNA-Fragment amplifiziert. Hierfiir
wurden je Ansatz 40ng DNA verwendet. Die genauen Restriktionsbedingungen sowie die

bei der PCR verwendeten Parameter sind in den Tabellen 3.5 und 3.6 angegeben.
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DNA-Menge 1pg 30 ng
EcoRI 1l 20pl
Notl 1nl 2l
10x Green Buffer 2ul 40l
H->O ad 20l ad 40 pl ad 400 nl

Inkubation fiir 30 min bei 37 °C, Enzym-Inaktivierung fiir 5 min bei 80 °C

Tabelle 3.5. Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

SFTI-8 Min-10

Template-DNA je 40ng
MgSO, 25mM jednl

dNTPs (je 2mM) je dul

KOD Hot Start DNA Polymerase (1 U /pl) je 0,5l
Forward Primer Ph/gpcf for 10 nM je 1ul
SFTI-Reverse Primer PhSfti/gpcf rev 10 pM 1yl —
Min-Reverse Primer PhMin/gpcf rev 10 pM — 1pl
10x Puffer fiir KOD-Polymerase jednl

H,O je ad 50 pul

Tabelle 3.6. Zusammensetzung der Sequenzierungs-PCR

3.3 Aufbau der Peptid-Bibliotheken fiir den Einsatz im
Phagen-Display

Die im Phagen-Display verwendeten Peptidbibliotheken wurden basierend auf den Ge-
riiststrukturen SFTI-1 und Min-23 hergestellt. Hierfiir wurden aus den jeweiligen Basen-
tripletts DNA-Oligonukleotide, sogenannte Bibliotheksprimer, generiert (ELLA Biotech,
Miinchen). Diese enthalten die fiir die Peptidsequenz des zugrundeliegenden Scaffolds co-
dierenden DNA-Abschnitte sowie eine Mischung der fiir die variable Sequenz codierenden
Basentripletts. Hierbei steht fiir jede Aminosdure ein definiertes Basentriplett zur Ver-

fiigung. Nicht enthalten sind Stop-Codons sowie Tripletts, die fiir die Aminosdure Cy-
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stein kodieren, um die Ausbhildung einer zusétzlichen Disulfidbriicke zu vermeiden. Dar-
iiber hinaus enthalten die Bibliotheksprimer geeignete Schnittstellen fiir die Restriktions-
enzyme Ncol und Notl (Thermo Scientific FastDigest), mit deren Hilfe das finale DNA-
Konstrukt in den Phagemid-Vektor pSEX81 eingefiigt werden kann. Nach Ligation der
Forward- und Reverse-Primer wurde das resultierende DNA-Konstrukt mittels Polymerase-
Kettenreaktion amplifiziert. Aufgrund der lingeren DNA-Sequenz wurde fiir den Aufbau
der Min10-GP-Bibliothek ein zweiter Forward-Primer ben&tigt. Dieser wurde in einer zwei-

ten PCR an das Fusionsprodukt aus der ersten PCR angefiigt.

Aufbau der Minl10.FAP-GP-Bibliothek

Die im Phagen-Display eingesetzte Min-Bibliothek basiert auf dem bizyklischen Grundge-
riist Min-23, einer verkleinerten Form des Trypsininhibitors EETI-II ( Ecballium elaterium
trypsin inhibitor 1I) und ist durch zwei Disulfidbriicken stabilisiert. In der urspriinglichen
Bibliothek Min10 ist eine Teilsequenz des Originalpeptids Min-23 durch eine Schleife aus
zehn variablen Aminoséduren ersetzt. Im Hinblick auf die Identifizierung FAP-spezifischer
Liganden wurde dies in der Min10.GP-FAP-Bibliothek geringfiigig modifiziert, indem die
ersten drei Aminosduren N-terminal (LMR) teilrandomisiert wurden. Zusétzlich wurde das
GP-Motiv an den Positionen 7 und 8 in der Bindeschleife verankert (sieche Abschnitt 4.1).
Die Bibliothek wurde ausgehend von den in Tabelle 3.10 angegebenen Bibliotheksprimern

erstellt.

Um die optimale Temperatur fiir die Primerhybridisierung (Annealing) zu ermitteln, wurde
zundchst eine PCR mit einem Temperaturgradienten von 60 bis 75°C durchgefiihrt. Das
resultierende DNA-Fragment (97 bp) wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese (2% Agaro-
se) gereinigt und analysiert. Da eine Annealing-Temperatur von 60 °C das beste Ergebnis
mit der héchsten Produkt-Ausbeute erzielte, wurde diese Temperatur im Folgenden fiir
die Primerhybridisierung beibehalten. Fiir die Herstellung des ersten Sequenzabschnittes
wurden 26 Ansitze & 50 pl eingesetzt, nach erfolgter PCR auf einem Agarose-Gel analy-
siert und mittels QIAquick Gel Extraction Kit (QIAgen) gereinigt. Das Produkt wurde
mit insgesamt 200 pl Wasser eluiert und die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt
(NanoDrop). Fiir die Anlagerung des zweiten Sequenzabschnitts wurde eine zweite PCR
durchgefiihrt; hierfiir wurden 30 Ansitze mit jeweils 40 ng DNA-Produkt aus der ersten Re-

aktion verwendet. Das resultierende DNA-Fragment (135 kb) wurde auf einem Agarose-Gel
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(2% Agarose) analysiert und mittels QIAquick Gel Extraction Kit gereinigt. Das Produkt
wurde mit insgesamt 50 1l Wasser eluiert und die DNA-Konzentration photometrisch be-
stimmt. Um die korrekte Zusammenlagerung der Bibliotheksprimer zu iiberpriifen wurde

das finale DNA-Fragment nach Sanger sequenziert (GATC Biotech AG, Konstanz).

Ligation der Bibliothek mit pSEX81 und Transformation in E.coli XL1
blue

Um die Ligation der Bibliothek in den Phagemid-Vektor pSEX81 zu erméglichen, wurden
Vektor und Bibliothek mit den Restriktionsenzymen Ncol und Notl geschnitten. Um ei-
ne Religation des Vektors zu vermeiden, wurde dieser zusétzlich mit HindIII geschnitten.
Nach Inkubation von 40 g des Vektors mit Ncol, Notl und HindIII fiir 30 Minuten bei
37°C, wurden die Enzyme fiir zehn Minuten bei 80°C inaktiviert. Das Produkt wurde
nach Gelextraktion (1,5% Agarose) mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits gereinigt
und in 100 pl Wasser aufgenommen. Um eine Religation des Vektors zu erschweren, wurde
die gesamte DNA-Menge mit alkalischer Phosphatase (1 U/pmol DNA) umgesetzt und
anschlieftend mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits (QIAgen) gereinigt. Die Kon-
zentrationsbestimmung des Produkts erfolgte fluorometrisch. Die genauen Parameter des

Restriktionsverdaus sind in Tabelle 3.7 zusammengefasst.

Um das optimale Ligationsverhéltnis von Vektor zu Bibliotheks-DNA, dem sogenannten
Insert, zu bestimmen, wurden Testligationen in verschiedenen Verhéltnissen durchgefiihrt

(siche Tabelle 3.8).

pSEXS81 Minl10.FAP-GP-Insert
Neol (ul) 30 10
NotI (ul) 30 10
HindIII (ul) 10 -
10x Puffer (pl) 60 20
DNA (1g) A0 10
ad HaoO (ul) 600 200

Tabelle 3.7. Restriktionsverdau des Phagemid-Vektors und der Min10.FAP-GP-Bibliothek
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1:2 1:5 1:10 negativ

10x Puffer (ul) 3 6 3 3
Vektor pSEX81 (ng) 100 200 100 100
Min10.FAP-GP-Insert (ng) 5,6 28 28 —
T4 DNA-Ligase (ul) 1 2 1 1
ad Hy0 (j11) 30 60 30 30

Tabelle 3.8. Ligationsansétze fiir die Herstellung der Min10.FAP-GP-Bibliothek

Die Anséitze wurden {iber Nacht bei 16 °C inkubiert und anschliefsend mittels Elektropora-
tion in 0,1 cm-Kiivetten in elektrokompetente E.coli-Bakterien (Stamm XL1 blue) trans-
fiziert (Elektroporation bei 1700V fiir 5ms). Unmittelbar nach der Transformation wur-
den die Bakterien in jeweils 1 ml vorgewdrmtem SOC-Medium aufgenommen und fiir eine
Stunde bei 37°C im Schiittelinkubator amplifiziert. Anschlieffend wurden aus jedem An-
satz jeweils 1, 10, 100 und 300 pl der Kultur entnommen, ggf. mit SOC-Medium auf 300 pl
aufgefiillt und auf LB-/Glu-/Amp-Platten ausplattiert. Nach Inkubation der Platten tiber
Nacht bei 37 °C wurden die Bakterienkolonien gezéhlt. Dabei zeigte sich, dass ein Ligations-
verhiltnis von einem Teil Vektor zu zehn Teilen Insert die hochste Transformationseffizienz
erzielte, so dass dieses Verhiltnis fiir die nachfolgende Ligation beibehalten wurde. Es wur-
den 15 Ligationsansitze zu je 30 ul iiber Nacht bei 16 °C inkubiert und anschliefend zehn
Minuten auf 65 °C erhitzt, um die Ligase vollstindig zu inaktivieren. Die Ansétze wurden
gepoolt, mittels QIAquick PCR Purification Kit gereinigt und in 100 pl Wasser aufgenom-
men. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte fluorometrisch. Die Transformation in XL1
blue wurde in zwei Durchlaufen mit jeweils 13 Ansétzen (je 35ng DNA und 30 pl Bakte-
riensuspension) wie oben beschrieben durchgefiihrt. Unmittelbar nach der Transformation
wurden die Bakterien in jeweils 1ml vorgewdrmtem SOC-Medium aufgenommen und fiir
eine Stunde bei 37 °C im Schiittelinkubator amplifiziert. Zur Transformationskontrolle wur-
den aus jedem Ansatz jeweils 10l der Kultur entnommen, mit SOC-Medium auf 200 pl
aufgefiillt und auf LB-/Glu-/Amp-Platten ausplattiert.

Alle Proben eines Durchlaufs wurden gepoolt und in 87ml vorgewdrmtem SOC-Medium
auf ein Gesamtvolumen von 100ml aufgenommen. Die Bakterienkultur wurde bei 37°C
im Schiittelinkubator amplifiziert bis eine optische Dichte (ODggp) von ca. 0,5 erreicht

war. Zur Selektion der erfolgreich transfizierten Bakterien wurde Ampicillin in einer End-
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konzentration von 100 png/ml zugegeben und die Kultur fiir weitere 30 Minuten bei 37°C
geschiittelt. Nach Zentrifugation der Kultur (7 Minuten bei 4000 rpm, 4 °C) wurde das Bak-
terienpellet resuspendiert und in 50 ml frischem SOC-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin
aufgenommen. AnschlieRend wurde 1 ml des Helferphagen M13K07 (> 10'! pfu) zugegeben.
Nach Inkubation der Kultur fiir eine Stunde bei 37 °C im Schiittelinkubator wurde Kana-
mycin in einer Endkonzentration von 75ng/ml zugegeben und die infizierten Bakterien
iiber Nacht bei 37°C amplifiziert. Bei allen Ligationen und Transfektionen wurden ent-
sprechende Negativ- und Positivkontrollen durchgefiihrt. Fiir die Ligationskontrolle wurde
der geschnittene Vektor ohne Zugabe der Insert-DNA verwendet. Die Transfektionskontrol-
le erfolgte durch Transformation des geschnittenen Vektors ohne vorherige Ligation und
des Negativ-Ligationsansatzes (Vektor ohne Insert) sowie der Transformation des Kontroll-
plasmides pUC18 geméh Herstellerangaben (siehe Tabelle 3.9). Die Kontrolle des Bakteri-

enwachstums erfolgte durch spektroskopische Messung der optischen Dichte bei 600 nm.

Ligationsansatz XL1 blue (pl) DNA (ul)
pUC18 1:10 (Positivkontrolle) 30 1
Negativligation 30 10
Negativtransformation (nur pSEX81) 30 1
Plasmid : Insert = 1:2 30 10
Plasmid : Insert = 1:10 30 10
Plasmid : Insert — 1:5 30 0,1/10/20
50 0,1/1/10

Tabelle 3.9. Transformationsansétze fiir die Herstellung der Min10.FAP-GP-Bibliothek

Aufreinigung der Phagenbibliothek

Nach Inkubation der Bakterienkultur {iber Nacht wurden die amplifizierten Phagen mit Hil-
fe von Polyethylenglykol-8000 (PEG-8000) ausgefillt. Hierfiir wurde die Bakterien-Phagen-
Suspension 20 Minuten bei 4°C mit 4000 rpm zentrifugiert und je 25ml des Uberstandes
nach Zentrifugation zu je 5ml vorgekiihlter PEG-NaCl-Losung gegeben. Die Prézipita-
tion der Phagen erfolgte fiir zwei Stunden auf Eis. Anschlieffend wurde die Losung fiir

30 Minuten bei 4 °C mit 4000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet
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in 500 pl PBS aufgenommen. Nach Zugabe von je 100l PEG-NaCl-Losung wurden die
Phagen eine Stunde auf Eis nachgefillt. Die Losung wurde fiir 15 Minuten bei 4°C mit
13.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 50011 PBS resuspen-
diert. Nach erneuter Zentrifugation bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten mit 13.000 rpm
wurde der Uberstand abgenommen und in 500 1l 50 %iger Glycerol-Lésung aufgenommen.

Die Lagerung der Phagenbibliothek erfolgte bei -20 °C.

Zur Bestimmung des Phagentiters wurden 3 pl der Bibliothek in einem Gesamtvolumen von
300 pl PBS aufgenommen. Davon ausgehend wurde eine Verdiinnungsreihe von 0 bis 10 1
angelegt, die jeweiligen Verdiinnungen mit jeweils 250 nl Bakterienkultur versetzt und auf
Agar-LB-Amp-Platten ausgestrichen. Nach Inkubation der Platten iiber Nacht bei 37°C

wurde nach Auszihlung der Kolonien ein Phagentiter von 6x10° pfu/ul bestimmt.

Um den korrekten Aufbau sowie die Variabilitit der fertigen Bibliothek zu iiberpriifen, wur-
de die Plasmid-DNA isoliert, an geeigneten Stellen enzymatisch geschnitten und nach San-
ger sequenziert (GATC Biotech). Hierfiir wurde ausgehend von 10 pl der Phagenbibliothek
eine Maxi-Praparation gemifs Abschnitt 3.2.3 durchgefiihrt. Die gereinigte Plasmid-DNA
wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Notl umgesetzt und das resultierende 200
bp-grofse DNA-Fragment nach Gelextraktion (1,5% Agarose) mit Hilfe des QTAquick Gel
Extraction Kits gereinigt. Das Produkt wurde mit insgesamt 100 ul Wasser eluiert und die
DNA-Konzentration photometrisch bestimmt. Die fiir die Sequenzierung erforderlichen Pri-
mer wurden mittels PCR, wie in Abschnitt 3.2.5 beschrieben, angefiigt. Das PCR-Produkt
wurde mittels QIAquick PCR Purification Kit gereinigt, in 50 ul Wasser aufgenommen und

nach Sanger sequenziert (GATC Biotech).

Aufbau der SFTI8-Bibliothek

Die im Phagen-Display eingesetzte SFTI-Bibliothek besteht aus dem monozyklischen
Grundgeriist des Sunflower Trypsin Inhibitors 1 (SFTI-1) sowie einer acht Aminosduren
umfassenden variablen Schleife. Sie wurde ausgehend von den in Tabelle 3.10 angegebenen

Bibliotheksprimern aufgebaut.

Um die optimale Temperatur fiir die Primerhybridisierung (Annealing) zu ermitteln, wur-
de zunédchst eine PCR mit einem Temperaturgradienten von 56 bis 62°C durchgefiihrt.

Das resultierende DNA-Fragment (96 bp) wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese (2%
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Agarose) gereinigt und analysiert. Da eine Annealing-Temperatur von 62 °C das beste Er-
gebnis mit der hochsten Produkt-Ausbeute erzielte, wurde diese Temperatur im Folgenden
fiir die Primerhybridisierung beibehalten. Es wurden 32 Ansétze & 25l verwendet, nach
erfolgter PCR auf einem Agarose-Gel analysiert und mittels QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAgen) gereinigt. Das Produkt wurde mit insgesamt 1336 pl Wasser eluiert und die DNA-
Konzentration photometrisch bestimmt. Die Ligation mit dem Phagemid-Vektor pSEXS81,
die Transformation in elektrokompetente E.coli XI.1 blue sowie die Aufreinigung der Pha-
genbibliothek erfolgte analog der Min10.FAP-GP-Bibliothek wie in den Abschnitten 3.3

und 3.3 angegeben.

Bezeichnun Primersequenz
g q

SFTI1-T8 for 5TA CTC GCT CCA TGG GC GGC AGG TGT
ACT XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
XXX TGT TAT CCC GAT 3

SFTI1 rev 5‘'ATA ATC TT GCGGCCGC ACC GCC ACC
TGC TGC ATC GGG ATA ACA 3¢
Min10Ph.FAP-GPO01 forward 5'AGC GAT TGC CTG GCG GGC AGC GTG

TGC XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
GGT CCG X01 TTC TGC GGC GCA GCA 3¢

Min10Ph.FAP-GP02 forward 5TTA CTC GCT CCA TGG GC X02 X03 X04
TGC AAA CAG GAT AGC GAT TGC CTG
GCG GGC 3¢

MinNot_shortrev 5'ATA ATC TT GCGGCCGC ACC GCC GCT

TGC TGC GCC GCA GAA 3

XXX: alle Codons auker TGC (Cys)

(
X02: 67% CTG, 33% alle Codons aufier CTG (Leu
X03: 67% ATG, 33% alle Codons auker ATG (Met

Tabelle 3.10. PCR-Primer fiir die Herstellung der SFTI8- und Min10.FAP-GP-Bibliothek
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3.4 Durchfiihrung des Biopannings

Zellbasiertes Screening

Fiir die zellbasierte Selektion von FAP-affinen Peptiden wurden die Zelllinien CHO-
FAP und CT26-FAP verwendet. Vor der Inkubation der Phagenbibliothek mit den FAP-
positiven Zellen erfolgte ein Negativpanning auf den entsprechenden FAP-negativen Zell-
linien CHO mock bzw. CT26 wt. Alle Inkubationsschritte wurden bei 37°C in T175-
Zellkulturflaschen duchgefiihrt. Vor der Zugabe der Phagenbibliothek wurden die Zellen
drei Mal mit jeweils 10ml PBS gewaschen. Fiir die erste Panning-Runde wurden jeweils
10'% pfu der Phagenbibliothek in 20 ml RPMI ohne Zusitze gegeben und fiir eine Stunde
mit den FAP-negativen Zellen inkubiert. Das Medium wurde abgenommen, auf die FAP-
positiven Zellen gegeben und fiir eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. Anschliefend
wurde das Medium mit den ungebundenen Phagen abgenommen und verworfen. Die Zel-
len wurden drei Mal mit PBS und ein Mal mit PBST gewaschen, mit einem Zellschaber vom
Boden der Zellkulturflasche abgelost und in 10ml PBS aufgenommen. Die Zellsuspension
wurde in ein 50 ml-Falcon iiberfithrt und fiinf Minuten mit 1200 rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Zur Abtrennung der Phagenpartikel wurde das Zellpellet mit 1 ml Triton-X-
Losung (1% in Wasser) versetzt und fiinf Minuten mit 13.000 rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Die Lagerung der isolierten Phagenpartikel erfolgte bei -20 °C. Nach Bestim-
mung des Phagentiters (siche Abschnitt 3.3) wurden fiir die weiteren Panning-Runden

jeweils 10° Phagen eingesetzt und das Biopanning analog der ersten Runde durchgefiihrt.

Biopanning gegen rekombinantes Protein

Fiir die Selektion von affinen Peptiden gegen isoliertes humanes FAP wurde die rekom-
binant erzeugte Ektodoméne des Proteins mit C-terminalem His6-Tag verwendet. Die-
ses wurde von der Firma Biontech AG in rekombinanten CHO-Zellen hergestellt, mit-
tels Nickel-Affinitétschromatographie und anschliefender Gelfiltration aufgereinigt und die
Proteinreinheit mittels reduzierter SDS-PAGE und Western Blot-Analyse tiberpriift. Zur
Bestimmung der biologischen Aktivitéit des Proteins wurde unter Einsatz des fluoreszenten

Substrates Z-Gly-Pro-AMC ein Enzymassay durchgefiihrt.

Fiir das Biopanning mit der SFTI-Bibliothek wurde das Protein iiber den His6-Tag mit

Hilfe von magnetischen Beads (Dynabeads His-Tag Isolation & Pulldown, Novex, Life
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Technologies) immobilisiert. Hierfiir wurden 200 nM des rekombinanten Proteins in 500 pl
PBS geltst und eine Stunde mit 25 il Beads bei 4 °C geschiittelt. Fiir das Negativpanning
wurden 511l der SFTIS-Bibliothek (109 pfu) in 500 11 PBS geldst und eine Stunde mit 2511l
Beads bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und eine Stunde
bei 4°C mit den FAP-gebundenen Beads inkubiert. Die ungebundenen Phagen wurden
abgenommen und die Beads zwei Mal mit TBST sowie ein Mal mit TBS gewaschen. Die
Elution der gebundenen Phagenpartikel erfolgte durch Zugabe von 1 ml Glycin-HCI pH 2,2
fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur. Die dadurch gewonnene Phagenlésung wurde unter

Zugabe von 100pl Tris-HCI pH 9,1 neutralisiert und bei 4°C gelagert.

Das Biopanning mit der Min10.FAP-GP-Bibliothek wurde mit humanem rekombinanten
Protein an Maxisorp-Platten durchgefiihrt. Hierfiir wurden je Well 100 nM des Proteins
in 100l PBS gelost und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Proteinlésung wurde abge-
nommen und die Wells zwei Mal mit je 2001l PBS gewaschen. Anschliefend wurden die
freien Bindungsstellen der Maxisorp-Platten durch Zugabe von je 100 pl Blockierlésung
gesdttigt. Hierfiir wurden drei verschiedene Ansdtze gewdhlt: jeweils vier Wells wurden
mit 2% Milchprotein in PBST, 1M und 10 pM Blockierpeptid zwei Stunden bei Raum-
temperatur inkubiert. Bei dem Blockierpeptid handelt es sich um ein eigens synthetisiertes
lineares Peptid aus 26 Aminosduren (QSGYATGFAKGWAQSGYATGFAKGWD), welches
aliphatische, aromatische, polare und hydrophobe Funktionalititen beinhaltet und die An-

reicherung unspezifischer Binder minimieren soll.

Nach Abnahme der iiberschiissigen Blockierlosung wurden die Wells zwei Mal mit je
200 pl PBS gewaschen. Fiir das Negativpanning wurden 3yl der Phagenbibliothek (10°
pfu)in 100pl PBS gelost und eine Stunde bei Raumtemperatur in den vorgeblockten,
Protein-freien Wells geschiittelt. Anschliefend wurde die Phagenlésung in die vorgeblock-
ten, Protein-haltigen Wells iiberfiihrt und eine weitere Stunde bei Raumtemperatur inku-
biert. Die Phagenlosung wurde verworfen und die Wells drei Mal mit je 200 ul PBST sowie
zwei Mal mit je 200 pul PBS gewaschen. Die Elution der gebundenen Phagen erfolgte durch
Zugabe von 200 pl Triton-X 1 %.
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Amplifikation und Reinigung der angereicherten Phagen mittels
PEG-Prazipitation

Fiir die Amplifikation der isolierten Phagen wurden 3ml LB-Medium mit dem E.coli-
Stamm XL1-blue angeimpft und ca. drei Stunden bei 37°C und 2500rpm geschiittelt.
Nach Zugabe von je 950l der Phagenlosung aus dem zellbasierten Panning bzw. 700l
der Phagenldsung aus dem Protein-basierten Panning wurde die Kultur fiir eine weitere
Stunde bei 37°C und 2500 rpm inkubiert und anschlieftend in eine Lésung aus 20 ml LB-
Medium mit 2% Glucose und 100 pg/ml Ampicillin gegeben. Nach Inkubation fiir eine
Stunde bei 37 °C und 2500 rpm wurden 25 pl des Helferphagen M13K07 (entspricht ca. 108
pfu) hinzugefiigt und eine weitere Stunde bei 37 °C mit 2500 rpm geschiittelt. Anschliefend
wurden 70 pg/ml Kanamycin zugegeben und die Kultur iiber Nacht bei 37 °C und 2500 rpm
inkubiert. Die Isolierung der amplifizierten Phagenpartikel erfolgte nach Zentrifugation der

Kultur mittels PEG-Préizipitation wie in Abschnitt 3.3 beschrieben.

Zur Bestimmung des Phagentiters wurden 3 pl der Bibliothek in einem Gesamtvolumen von
300 ul PBS aufgenommen. Davon ausgehend wurde eine Verdiinnungsreihe von 0 bis 10 ~!!
angelegt, die jeweiligen Verdiinnungen mit jeweils 250 ul Bakterienkultur versetzt und auf
Agar-LB-Amp-Platten ausgestrichen. Nach Inkubation der Platten iiber Nacht bei 37°C

wurde der Phagentiter durch Auszdhlung der Kolonien bestimmt.

3.5 Sequenzierung und Datenauswertung

Um die Sequenzanalyse der angereicherten Peptide zu ermdglichen, wurde die DNA der
amplifizierten Phagen mittels Plasmidpréparation geméf Abschnitt 3.2.3 isoliert und ge-
reinigt. Das gewiinschte DNA-Fragment wurde durch EcoRI- und Notl-Restriktion des
Plasmids isoliert und die fiir die Sequenzierung bendétigten Primer mittels PCR angefiigt
(siehe Kapitel 3.2.5). Nach Sequenzierung der DNA-Fragmente durch die Firma GATC
Biotech (Konstanz) wurden die Ergebnisse mit Hilfe der Programme PeptideDisplayAna-
lysis und PepEnrich ausgewertet. Die Programme wurden von der zentralen Einheit Bio-
informatik des Deutschen Krebsforschungszentrums (HUSAR, Heidelberg Unix Sequence
Analysis Resources) speziell fiir die Auswertung von Scaffold-basierten Peptidsequenzen
entwickelt. Bei PeptideDisplayAnalysis handelt es sich um eine Anwendung, die die aus

der Sequenzierung erhaltenen FASTQ-Dateien paarweise zusammenlagert, die resultieren-
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den DNA-Abschnitte in die entsprechenden Peptidsequenzen translatiert und nach Angabe
der flankierenden Aminosduren nach den variablen Regionen innerhalb der urspriinglich
gewdhlten Scaffold-Strukturen sucht. Die variablen Bereiche werden nach ihrer Hiufigkeit
sortiert und ermdglichen so einen Riickschluss auf die Anzahl der unterschiedlichen Pep-
tide in jeder einzelne Runde des Phagen-Displays. Mit Hilfe des Programmes PepEnrich
kénnen die identifizierten Sequenzen aus den unterschiedlichen Panning-Runden miteinan-
der verglichen werden und erlauben so eine Beurteilung des Anreicherungsverhaltens der

jeweiligen Peptide.

3.6 Festphasenynthese der Phagen-Display-Peptide

Alle Peptide wurden durch automatisierte Festphasen-Peptidsynthese an einem Peptid-
Synthesizer nach der Fmoc/tBu-Strategie hergestellt. Hierbei wurden zunéchst die linearen
Peptide an einem Tentagel S RAM-Harz vom C- zum N-Terminus aufgebaut. Als Losungs-
mittel wurde NMP verwendet; die Aktivierung der Kopplungsreaktion erfolgte durch Zu-
gabe von 0,45 M HBTU in DMF. Nach erfolgter Kopplung wurde die Fmoc-Schutzgruppe
mit Hilfe von 20 % Piperidin in NMP entfernt, das Zwischenprodukt mit NMP gewaschen
und die néchste aktivierte Aminosdure angefiigt. Bei Peptiden, die mehrere Disulfidbriicken
ausbilden, wurden fiir den kleineren Ringschluss Acm-geschiitzte Cysteingruppen verwen-
det. Nach Abschluss der linearen Synthese wurde das Rohpeptid fiir die nachfolgende
Zyklisierungsreaktion vom Harz abgespalten. Hierfiir wurden ca. 100 mg des getrockneten
Produktharzes mit 1,5ml 2,5 % Wasser sowie 2,5 % TIS in TFA eine Stunde bei Raumtem-
peratur geschiittelt. Das entschiitzte Peptid wurde mit Diethylether ausgefillt, gewaschen

und getrocknet.

Oxidation freier Thiole bei einfach disulfidverbriickten Peptiden

Die Zyklisierung einfach disulfidverbriickter Peptide erfolgte durch Oxidation der freien
Cystein-Thiole in Losung. Hierfiir wurden 25mg des linearen Rohpeptids in 1,5ml 50 %
Acetonitril in Wasser gelost. Zu dieser Mischung wurden ca. 100-150 ul einer Iod-Losung
(20mg/ml Tod in Essigsdure) pipettiert bis sich eine leichte Gelbfirbung einstellte. Das
iiberschiissige lod wurde durch Zugabe von ca. 5ul 20 %iger Ascorbinsdure reduziert. Die
Reinigung des oxidierten Peptids erfolgte mittels praparativer HPLC mit einem Laufmit-

telgradienten von 15 bis 55 % Acetonitril/Wasser in 15 Minuten.
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Oxidation freier und Acm-geschiitzter Thiole bei zweifach

disulfidverbriickten Peptiden

Die Zyklisierung zweifach disulfidverbriickter Peptide erfolgte durch sequentielle Oxidati-
on der freien sowie der Acm-geschiitzten Cystein-Thiole in Losung. Hierfiir wurden 25 mg
des linearen Rohpeptids in 15ml 80 % Essigsiaure gelost und zu einer Mischung aus zehn
Aquivalenten unvollstindig geléstem Iod in Eisessig (ca. 25mg) gegeben. Anschliefend
wurden ca. 40 ml Wasser, 0,5 % konz. HCI sowie 2% Anisol hinzugefiigt und vier Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstdndiger Umsetzung wurde das iiberschiissige lod
durch Zugabe von ca. 200 ul gesattigter Ascorbinsiure-Lésung reduziert. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum auf ein Restvolumen von 10-20 % eingeengt, das Produkt in Ether geféllt
und im Vakuum getrocknet. Nach Aufnahme des getrockneten Peptids in 50 % Acetonitril
in Wasser erfolgte die Reinigung mittels praparativer HPLC mit einem Laufmittelgradien-
ten von 15 bis 55 % Acetonitril/Wasser in 15 Minuten. Die préparative HPLC wurde an
einem Agilent 1100 HPLC-System unter Verwendung der Sdule ChromolithR Performance
RP-18e, 100-3 mm mit einem Fluss von 2ml/min durchgefiithrt. Die Charakterisierung der
synthetisierten Verbindungen erfolgte massenspektrometrisch (Thermo Scientific Exacti-
ve Massenspektrometer, Agilent 1200-System) bei 60 °C auf einer Hypersil-Sdule (Waters
Hypersil GOLD a@ 200 x 2.1 mm, Thermo Scientific) bei einer Flussrate von 200 pl/min

i 30 Minuten.

3.7 Radiomarkierung der Peptide

Die Radiomarkierung der Peptide erfolgte durch Radioiodierung einer Tyrosin-haltigen
Seitenkette oder durch Komplexierung von Radiometallen mit Hilfe des Chelators DO-
TA (1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigséure). Die verwendeten Radionuk-

lide wurden von folgenden Herstellern bezogen:

Indium-111 (In-111): Mallinckrodt Pharmaceuticals, Maryland Heights (USA)
lod-125 (I-125): Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig

Tod-131 (I-131): Perkin Elmer, Waltham (USA)

Lutetium-177 (Lu-177): ITG, Garching

Yttrium-90 (Y-90): Yttriga, Eckert & Ziegler Radiopharma GmbH, Berlin
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Gallium-68 (Ga-68) wurde als [%¥Ga]GaClz in 0,6 M HCI unmittelbar vor der Markierung

von einem %Ge/%8Ga-Generator eluiert.

Fiir die Radioiodierung von Tyrosinseitenketten wurden 10ul einer 1 mM wiéssrigen Lo-
sung des Peptids mit 30 nl 0,056 M Phosphatpuffer (pH 7,4) versetzt und die gewiinschte
Menge 1-125 bzw. 1-131 zugegeben. Das Gemisch wurde mit 10 pl einer 10 mM Chloramin-
T-Losung versetzt und die Oxidationsreaktion nach 30 Sekunden durch Zugabe von 20l
einer gesittigten Methioninlésung beendet. Die Aufreinigung erfolgte mittels praparativer
HPLC auf einer RP-18-Siule (Chromolith Performance RP-18 endcapped 100-3, Merck)
mit gleichzeitiger UV- und Gamma-Detektion bei einem Laufmittelgradienten von 10-65 %
Acetonitril/Wasser in zehn Minuten. Fiir die Testung der radiomarkierten Peptide im Zell-
bindungsassay wurde die Losung ohne weitere Verarbeitung eingesetzt. Fiir den Einsatz in
Tierversuchen wurde das Losungsmittel unter Vakuum abrotiert und das Produkt in 0,9 %

Kochsalzlgsung (B. Braun, Melsungen) aufgenommen.

Fiir die Komplexierung von Indium-111 (*!In) und Lutetium-177 (*""Lu) mit DOTA-
(MC-FA-012)3 wurden 2,5 nmol des Peptids mit 1yl einer 20 %igen Ascorbinsédurelosung
gemischt und in 100l 0,1 M Natriumacetatpuffer pH 5,0 aufgenommen. Nach Zugabe der
gewiinschten Aktivitdtsmenge wurde die Mischung zehn Minuten bei 95 °C inkubiert. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mittels analytischer HPLC auf einer RP-18-Siule mit einem
Laufmittelgradienten von 0 bis 100 % Acetonitril in fiinf Minuten. Da die Komplexierung
vollstindig verlief und nach Reaktionsende keine freie Aktivitit vorlag, war eine Aufreini-

gung der Peptidldsung nicht notwendig.

Fiir die Komplexierung von Gallium-68 (®®Ga) wurden 2,5nmol des Peptids mit 51yl einer
20 %igen Ascorbinsaurelésung gemischt und in 120ul 2,5M Natriumacetatpuffer aufge-
nommien. Die Peptidlosung wurde mit 440 pl des Gallium-Eluats bis zu einem pH-Wert
von 3,3 versetzt und zehn Minuten bei 95°C inkubiert. Die Reaktionskontrolle erfolgte
mittels analytischer HPLC auf einer RP-18-Séule mit einem Laufmittelgradienten von 0
bis 100 % Acetonitril in fiinf Minuten. Die Abtrennung der freien Radioaktivitit erfolgte
mittels Festphasenextraktion tiber eine SPE-Kartusche (Agilent Varian Bond Elut Plexa).
Hierfiir wurde das Reaktionsgemisch in 1 ml PBS aufgenommen und auf die mit Ethanol
konditionierte Kartusche gegeben. Nach Waschen der Kartusche mit 2ml PBS wurde das
Produkt mit 1ml 50 % Ethanol eluiert und das Losungsmittel unter Vakuum abrotiert.

Das gereinigte Radiopeptid wurde in 0,9 % Kochsalzlosung aufgenommen.

46



3.8 Synthese der FAP-Inhibitoren

Ausgehend von der Grundstruktur eines bekannten FAP-Inhibitors[®®! wurden die Verbin-
dungen FAPI-01 bis -15 zur Verwendung als Radiotracer sowie das fluoreszente FAPI-
Derivat FAPI-02-Att0488 von Thomas Lindner hergestellt 34891 Fiir die Synthese von
nicht-radioaktivem FAPI-01 (1) wurde ausgehend von 5-Bromchinolin-4-carbonséure (3)
ein Lithium-Halogen-Austausch mit n-Butyllithium durchgefithrt. Nach der Umsetzung
des Intermediats mit elementarem lod erfolgte eine Kopplung des Gly-Pro-CN-Fragments
durch HBTU/HOBt-Aktivierung. Eine Ubersicht der Reaktion ist in Abbildung 3.1 gezeigt.
Die Herstellung von radioaktivem FAPI-01 (1*) erfolgte durch Palladium-katalysierte Stan-
nylierung des bromierten Chinolins 5 und anschliefender Todoxidation des zinnorganischen

Intermediats 6 mit radioaktivem Iod (Abbildung 3.2).

Abbildung 3.1. Synthese von nicht-radioaktivem FAPI-01. i) nBuLi, danach I, THF; ii)
HBTU/HOBt, DIPEA, H-Gly-Pro-CN, DMF.
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Abbildung 3.2. Synthese von radioaktivem FAPI-01. i) (Me3Sn)s; (PPhs)2PdCls; Dioxan
80°C; ii) I-125 oder 1-131; AcOOH; 1 M HCl; MeOH.

Um die Verwendung von Radiometallen zu ermdglichen, wurden die Verbindungen FAPI-02
bis -15 mit dem Chelator DOTA (1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure)
versehen. Hierfiir wurde das hydroxylierte Chinolin 8 mit einem bifunktionellen Linker ver-
kniipft und in drei weiteren Schritten zum Endprodukt 2 umgesetzt. Ein Reaktionsschema

fiir die Synthese der DOTA-Derivate ist in Abbildung 3.3 exemplarisch fiir FAPI-02 gezeigt.
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Abbildung 3.3. Synthese von FAPI-02. aq. HBr 48 %, 130°C; ii) 1-Brom-3-Chlorpropan,
Cs2CO3, DMF danach 6 M NaOH,; iii) 1-Boc-Piperazin, KI, DMF; iv) HBTU/HOBt, DIPEA,
H-Gly-Pro-CN, DMF; v) TosOH, MeCN, danach DOTA-PNP, DIPEA, DMF.

3.9 Radiomarkierung der FAP-Inhibitoren

Die Radiomarkierung von FAPI-01 erfolgte durch oxidative Umsetzung einer zinnorgani-
schen Vorstufe mit Iod-125. Hierfiir wurden 10l der Vorstufe (1 mM in EtOH) mit 10 pl
1M HCI und 10l Wasser verdiinnt und mit 1-20 MBq lod-125 in 0,05 M NaOH versetzt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5yl einer frisch angesetzten Peressigsiure-Losung
(1,9% in Eisessig) gestartet. Nach Inkubation fiir 60 Sekunden wurden 15pl einer 1M
NaOH-Lésung zugegeben und fiir weitere 30 Sekunden geschiittelt, bevor die Reaktion
durch Zugabe von 5pl einer 5 %igen Ascorbinsaure-Losung beendet wurde. Die Aufreini-
gung des markierten Inhibitors erfolgte mittels praparativer HPLC auf einer RP-18-S&ule
mit gleichzeitiger UV- und Gamma-Detektion bei einem Laufmittelgradienten von 0-30 %

Acetonitril/Wasser in zehn Minuten.
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Die Radiomarkierung der FAPI-Derivate -02 bis -15 erfolgte durch die Komplexierung der
Radiometalle Lutetium-177 und Gallium-68 mit Hilfe des Chelators DOTA. Fiir die Kom-
plexierung von Lutetium-177 wurden jeweils 5 MBq Lutetiumchlorid mit 100 pl einer L6-
sung des entsprechenden Inhibitors (10 uM in 0,1 M Natriumacetatpuffer pH 5) gemischt.
Nach Zugabe von 1yl einer 20 %igen Ascorbinséure-Losung wurde der Ansatz zehn Mi-
nuten bei 95 °C inkubiert. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels analytischer HPLC auf
einer RP-18-Séule mit einem Laufmittelgradienten von 0 bis 100 % Acetonitril in fiinf Mi-
nuten. Fiir eine Testung der Inhibitoren im zellbasierten Assay wurde die Markierlésung
unverdiinnt eingesetzt, fiir eine Charakterisierung im Tierversuch mit 0,9 % Kochsalzlésung

auf das bendtigte Endvolumen verdiinnt.

Die Radiomarkierung mit Gallium-68 erfolgte durch Inkubation von 255 pl Gallium-Eluat
(0,6 M HCI, ca. 230 MBq) mit einer Mischung aus 1nmol des Inhibitors in 72ul 2,5M
Natriumacetatpuffer und 1pl 20 %iger Ascorbinsiure-Losung bei 95 °C fiir zehn Minuten.
Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels analytischer HPLC auf einer RP-18-Siule mit einem
Laufmittelgradienten von 0 bis 100 % Acetonitril in fiinf Minuten. Die Abtrennung der
freien Radioaktivitédt erfolgte mittels Festphasenextraktion iiber eine SPE-Kartusche (Sep-
Pak light C-18, Waters). Hierfiir wurde das Reaktionsgemisch in 2 ml Wasser aufgenommen
und auf die mit Ethanol konditionierte Kartusche gegeben. Nach Waschen der Kartusche
mit 2ml Wasser wurde das Produkt mit 1ml 50 % Ethanol eluiert und das Losungsmittel

unter Vakuum abrotiert.

3.10 Bestimmung der Serumstabilitat

Zur Bestimmung der Serumstabilitit wurden die FAP-Inhibitoren mit lod-125 bzw.
Lutetium-177 radiomarkiert, das Losungsmittel entfernt und der Riickstand in 300pl hu-
manem Serum (Sigma-Aldrich) aufgenommen. Nach Inkubation fiir zehn Minuten bis 24
Stunden bei 37°C wurden jeweils 20 ul entnommen, zur Ausfillung der Serumproteine mit
je 40l Acetonitril versetzt und anschliekend zehn Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde mittels analytischer HPLC auf einer RP-18-Séule mit einem Lauf-

mittelgradienten von 0 bis 100 % Acetonitril in zehn Minuten analysiert.
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3.11 Fluoreszenzfarbung und Mikroskopie

Fiir die Charakterisierung der Internalisierung des Inhibitors wurden Bindungsstudien mit
fluoreszenzmarkiertem FAPI-02 (FAPI-02-Atto488) auf HT-1080-FAP-, HEK-muFAP und
HEK-CD26-Zellen durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Zellen in 24-Well-Platten auf unbe-
schichteten Deckglésern ausgesit und bis zu einer Konfluenz von 80-90 % wachsen gelassen.
Das Kulturmedium wurde entfernt und die Zellen zwei Mal mit 0,5ml PBS gewaschen.
FAPI-02-Att0488 (20pM in DMEM) wurde zugegeben und fiir zwei Stunden bei 37°C
auf den Zellen inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen fiir 15 Mi-
nuten bei Raumtemperatur mit Paraformaldehyd (2% in PBS) fixiert. Die bewachsenen
Deckglaser wurden mit je einem Tropfen DAPI-haltigem Eindeckmedium (Fluoroshield,
Sigma-Aldrich) versetzt und auf Objekttriger aufgebracht. Die mikroskopische Betrach-
tung der Proben erfolgte mit einem konfokalen Laserrastermikroskop unter Verwendung
eines Immersionsobjektivs (Zeiss Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC III). Die Bildrekon-
struktion erfolgte mit Hilfe der ZEN 2008-Software unter Einstellung der folgende Para-
meter: xy Pixel-Einstellung 0,009 x 0,009 nm, 1 AU Pinhole fiir beide Fluorophore (488 nm
fiir FAPI-02-Atto488, 405 nm fiir DAPI).

3.12 In vitro-Charakterisierung der FAP-Liganden im
Zellbindungsassay

Zur Charakterisierung der Affinitat und Spezifitit wurden die radiomarkierten Substanzen
in zellbasierten Assays im Hinblick auf Rezeptorbindung, Internalisierung sowie Kompe-
tition durch unmarkiertes Peptid untersucht. Hierflir wurden die Zellen zwei Tage vor
Durchfiihrung des Experiments in 6-Well-Platten ausgesit. Bei einer Konfluenz der Zellen
von 80-90 % wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die radiomarkierte Substanz
in Zellkulturmedium ohne Zusdtze zugegeben. Nach Inkubation fiir eine Stunde bei 37°C
wurde das Medium abgenommen, die Zellen zwei Mal mit je 1ml PBS gewaschen und
mit ingesamt 1,4ml Lysepuffer abgeltst. Das Lysat wurde in Messrohrchen iiberfiihrt und
die gebundene Radioaktivitdt im Gamma-Counter bestimmt. Fiir die Kompetitionsstu-
dien wurden neben der radiomarkierten Substanz steigende Konzentration der jeweiligen
unmarkierten Substanz zugesetzt, fiir eine Stunde auf den Zellen belassen und anschlie-

fend abgenommen. Fiir die Bestimmung der zeitabhéangigen Ausscheidung der Substanzen
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aus den Zellen wurden Efflux-Experimente durchgefiihrt. Hierfiir wurde das Medium mit
der radiomarkierten Substanz eine Stunde auf den Zellen belassen, anschlieffend abge-
nommen und durch frisches, nicht-radioaktives Medium ersetzt. Nach Inkubation fiir 1,
2, 4, 6 und 24 Stunden bei 37°C wurde das Medium abgenommen und in Messréhrchen
iiberfithrt. Bei allen Experimenten erfolgten die Waschschritte sowie die Zelllyse wie oben
beschrieben. Fiir die Internalisierungsstudien wurden die Zellen 10 und 30 Minuten sowie
1, 2, 4 und 24 Stunden mit der radiomarkierten Substanz inkubiert und nach dem Wa-
schen fiir zehn Minuten mit je 1 ml Glycin-HCI pH 2,2 behandelt. Die dadurch abgeldste
extrazelluldr gebundene Substanzfraktion wurde abgenommen und in Messréhrchen iiber-
fiihrt. Anschliefend wurden die Zellen erneut je zwei Mal mit 1 ml PBS gewaschen und
wie oben beschrieben lysiert. Sofern nicht anders angegeben wurden alle Experimente bei
37°C durchgefiihrt. Fiir die Internalisierungsstudien wurden alle Bindungswerte parallel
bei 4°C ermittelt. Die Bestimmung der unspezifischen Bindung erfolgte durch einstiindige
Inkubation der radiomarkierten Verbindungen in zellfreien 6-Well-Platten, die zuvor iiber

48 Stunden mit FBS-haltigem Zellkulturmedium inkubiert worden sind.

3.13 In vivo-Charakterisierung der FAP-Liganden in

tumortragenden Miusen

Zur in vivo-Charakterisierung der FAPI-Liganden wurden die pharmakokinetischen Eigen-
schaften der Substanzen in Bildgebungs- und Organverteilungsstudien untersucht. Hierfiir
wurden weibliche, acht bis zehn Wochen alte immundefiziente Nacktméuse (Balb/c nu-
de/nude, Charles River) verwendet. Diese wurden in Gruppen zu maximal fiinf Tieren unter
sterilen Bedingungen in IVC-Kéfigsystemen unter standardisierten Bedingungen (22+2°C
Raumtemperatur, 50£10 % relative Luftfeuchtigkeit, 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus)
gehalten. Alle Tierexperimente entsprachen den deutschen tierschutzrechtlichen Bestim-
mungen sowie der européischen Richtlinie zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke
verwendeten Tiere. Die Tierversuche wurden unter der Registriernummer 35-9185.81/G-
158/15 beim Regierungsprasidium Karlsruhe gefiithrt. Die Anésthesie der Mause erfolgte
durch Inhalation von 2 % Isofluran mit Hilfe eines Narkosegas-Verdampfers. Pro Maus wur-
den jeweils drei bis fiinf Millionen Zellen der entsprechenden tumorigenen Zelllinie in je
100 pl OptiMEM suspendiert und subkutan in die rechte Flanke des Tieres injiziert. Fiir die
Testung der FAPI-Derivate wurden FAP-positive HT-1080-FAP- und U87MG-Zellen sowie
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die FAP-negativen Zellen Capan-2, MCF-7 und SK-LMS-1 verwendet. Die Charakterisie-
rung von DOTA-(MC-FA-012)3 erfolgte an den FAP-positiven Tumormodellen CT26-FAP
und US7MG. Bei einigen Tieren wurden als Kontrolle zusétzlich jeweils fiinf Millionen Zel-
len der FAP-negativen Kontrollzelllinie CT26 wt in die linke Flanke inokuliert. Sobald die
Tumore eine Grofe von ca. 1 cm? erreicht hatten, wurden die Miuse anisthesiert und die

radiomarkierte Substanz intravenos iiber die Schwanzvene verabreicht.

Fiir die Experimente zur Nephroprotektion wurden neben radiomarkiertem DOTA-(MC-
FA-012)3 zusitzlich Substanzen verabreicht, die die renale Anreicherung des Tracers redu-
zieren sollen. Hierzu zdhlt der bereits in der PRRT eingesetzte Nephroprotektor Gelafun-
din, ein modifiziertes Gelatinderivat, sowie eine Mischung der Aminosiduren Arginin und
Lysin in hoher Konzentration. Dariiber hinaus wurden zwei strukturell mit MC-FA-012
verwandte Miniproteine verwendet, die bekannt dafiir sind unspezifisch in den Nieren zu

akkumulieren. Die genauen Applikationsbedingungen sind in Tabelle 3.11 aufgefiihrt.

Substanz Menge Injektionszeitpunkt und -art
MC-Myc-010 135 nmol 15 min vor Tracer-Gabe 1.p.
DOTA-(MC-FA-0116)3 8 nmol 15 min vor Tracer-Gabe 1.p.
Arginin/Lysin jeweils 3mg 10 min vor Tracer-Gabe 1.p.
Gelafundin 4mg 10 min vor Tracer-Gabe i.p.
DOTA-(MC-FA-0116)3 50, 100, 400 ug zeitgleich mit Tracer-Gabe i.v.

Tabelle 3.11. Ansétze zur Reduktion der Nierenakkumulation von DOTA-(MC-FA-012);

3.13.1 Positronen-Emissions-Tomographie

Das PET-Imaging wurde mit Hilfe eines Kleintier-PET-Scanners durchgefiihrt. Nach einem
15-miniitigen Transmissionsscan wurde den Mausen 2,5 nmol %8Ga-DOTA-(MC-FA-012)3
bzw. 4 nmol des entsprechenden FAPI-Derivates injiziert (jeweils 10 MBq). Wihrend der
ersten 60 Minuten wurde eine dynamische Aufnahme durchgefiihrt, gefolgt von einem sta-
tischen Scan 120 bis 140 Minuten nach Injektion des Tracers. Die Aufnahmen wurden

iterativ nach der 3D-OSEM-+MAP-Methode rekonstruiert und in SUV-Bilder konvertiert.

52



SUV steht fiir Standardized Uptake Value und ermoglicht eine Quantifizierung der PET-
Aufnahmen. Der Wert beschreibt das Verhéltnis der regionalen Radioaktivitdtsmenge in
der gewihlten Region (Region Of Interest, ROI) zur injizierten Aktivitdt und berechnet

sich wie folgt[90:91:

SUV (g/ml) = durchschnittliche Akti.v.itiit in ROI ("Bq/m]) - Tiergewicht (g)
applizierte Aktivitit (Bq)

3.13.2 Organverteilungsstudien

Zur Untersuchung der Bioverteilung der Liganden wurde die Anreicherung der radiomar-
kierten Tracer im Blut sowie in ausgewéhlten Organen 30 Minuten bis 24 Stunden nach
Injektion ex vivo bestimmt. Dabei wurden pro Messzeitpunkt jeweils drei Méuse verwendet.
Nach intravendser Injektion von je 1 MBq !"Lu-DOTA-(MC-FA-012)3 bzw. FAPI-Ligand
wurden die M#use andsthesiert und durch Genickdislokation getétet. Die Organe sowie ca.
500 pl Blut wurden entnommen, das Gewicht bestimmt und die Radioaktivitat im Gamma-
Counter (Cobra Autogamma, Packard) vermessen. Fiir eine vergleichende Betrachtung der
Werte wurden die gemessene Radioaktivitdt auf das Organgewicht normalisiert und im
Verhéltnis zur verabreichten Gesamtaktivitat ausgedriickt (percentage of injected dose/g;

%ID/¢g).

3.14 Klinische Evaluierung der FAP-Liganden

3.14.1 Radiomarkierung von DOTA-(MC-FA-012);

Fiir die PET/CT-Bildgebung mit DOTA-(MC-FA-012)3 wurden 2,5nmol der Substanz in
280 pl 2,5 M Natriumacetatpuffer pH 8 aufgenommen und mit 10 ul einer 20 %igen Ascor-
binsiureldsung gemischt. Die Losung wurde mit 1 ml %8Ga-Eluat bis zu einem pH-Wert von
3,5 verdiinnt und 15 Minuten bei 95 °C inkubiert. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels
analytischer HPLC auf einer RP-18-Sdule mit einem Laufmittelgradienten von 0 bis 100 %
Acetonitril in fiinf Minuten. Die Aufreinigung des radiomarkierten Peptids erfolgte mittels
Festphasenextraktion iiber eine SPE-Kartusche (Agilent Varian Bond Elut Plexa). Hierfiir
wurde das Reaktionsgemisch in 2ml 0,9 % Kochsalzlésung aufgenommen und auf die mit
Ethanol konditionierte Kartusche gegeben. Nach Waschen der Kartusche mit 2ml 0,9 %

Kochsalzlosung wurde das Produkt mit 0,5ml 50 % Ethanol eluiert. Die Kartusche wur-
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de mit 200 pl Phosphatpuffer (Natriumphosphat Braun, Konzentrat zur Herstellung einer
Infusionslésung) und 5ml 0,9 % Kochsalzlésung nachgespiilt. Die Fraktionen wurden verei-
nigt und steril filtriert (Millex-GV 0,22 pm, Millipore). Der pH-Wert der Losung wurde mit
Hilfe eines Indikatorpapiers (MColorpHast 2,5-4,5, Merck) iiberpriift und bei Bedarf auf pH
6-7 eingestellt. Die Qualitatskontrolle des Produktes erfolgte mittels praparativer Radio-
HPLC auf einer RP-18-Siule mit einem Laufmittelgradienten von 0-100 % Acetonitril in
fiinf Minuten. Zur Priifung auf Endotoxinfreiheit wurde der Limulus-Amébozyten-Lysat-

Test (LAL-Test; Endosafe PTS, Charles River) durchgefiihrt.

Fiir die therapeutische Anwendung von DOTA-(MC-FA-012)3 wurden 15nmol der Sub-
stanz in 100l 0,4 M Natriumacetatpuffer pH 5 aufgenommen und mit 10 ul einer 20 %igen
Ascorbinséurelésung gemischt. Die Lésung wurde mit 2,5 GBq einer """ LuClz-Losung ge-
mischt, 15 Minuten bei 95 °C inkubiert und mit 0,9 %iger Kochsalzlosung auf ein Gesamt-
volumen von 5ml verdiinnt. Die Kontrolle der radiochemischen Reinheit erfolgte mittels
Dinnschichtchromatographie (ITLC-SG) mit einer 0,5 M Natriumcitratlosung pH 5 mit
und ohne 10 % Methanol sowie mittels analytischer HPLC auf einer RP-18-Siule mit einem

Laufmittelgradienten von 0 bis 100 % Acetonitril in fiinf Minuten.

3.14.2 Radiomarkierung von FAPI-02 und FAPI-04

Fiir die PET/CT-Bildgebung mit FAPI-02 bzw. FAPI-04 wurden je 20 nmol der Substan-
zen in 280l 2,5M Natriumacetatpuffer pH 8 aufgenommen und mit 10 pl einer 20 %igen
Ascorbinsiureldsung gemischt. Die Losung wurde mit 1ml 8Ga-Eluat bis zu einem pH-
Wert von 3,5 verdiinnt und 20 Minuten bei 90 °C inkubiert. Die Reaktionskontrolle erfolgte
mittels analytischer HPLC auf einer RP-18-Séule mit einem Laufmittelgradienten von 0
bis 15 % Acetonitril in fiinf Minuten. Die Aufreinigung der radiomarkierten Liganden er-
folgte mittels Festphasenextraktion iiber eine SPE-Kartusche (Sep-pak light C18, Waters).
Hierfiir wurde das Reaktionsgemisch in 2ml 0,9 % Kochsalzlosung aufgenommen und auf
die mit Ethanol konditionierte Kartusche gegeben. Nach Waschen der Kartusche mit 2ml
0,9 % Kochsalzlosung wurde das Produkt mit 1ml 70% Ethanol eluiert. Die Kartusche
wurde mit 200 ul Phosphatpuffer (Natriumphosphat Braun, Konzentrat zur Herstellung
einer Infusionslosung) und 5ml 0,9 % Kochsalzlosung nachgespiilt. Die Fraktionen wurden
vereinigt und steril filtriert. Der pH-Wert der Lésung wurde mit Hilfe eines Indikator-

papiers (MColorpHast 2,5-4,5, Merck) iiberpriift und bei Bedarf auf pH 6-8 eingestellt.
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Die Qualitétskontrolle des Produktes erfolgte mittels praparativer Radio-HPLC auf einer
RP-18-Saule mit einem Laufmittelgradienten von 0-15% Acetonitril in fiinf Minuten. Zur

Priifung auf Endotoxinfreiheit wurde der LAL-Test durchgefiihrt.

Fiir einen ersten Therapieversuch mit FAPI-04 wurden 50pl einer 1mM Loésung der
Substanz in 400 ul 0,4 M Natriumacetatpuffer pH 5 aufgenommen und mit 10pul einer
20 %igen Ascorbinsdurelosung versetzt. Die Losung wurde mit 2,9 GBq einer %0YCls-
Losung gemischt, 20 Minuten bei 95 °C inkubiert und mit 0,9 %iger Kochsalzlosung auf ein
Gesamtvolumen von 2ml verdiinnt. Die Kontrolle der radiochemischen Reinheit erfolgte
mittels Diinnschichtchromatographie (ITLC-SG) mit einer 0,5 M Natriumcitratlosung pH
5 sowie mittels analytischer HPLC auf einer RP-18-Siule mit einem Laufmittelgradienten

von 0 bis 100 % Acetonitril in fiinf Minuten.

3.14.3 Diagnostische Bildgebung mittels PET/CT

Nach Zustimmung der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat Heidelberg (Nr. S-
016/2018) wurden die diagnostischen Untersuchungen an erwachsenen Patienten mit me-
tastasierten epithelialen oder neuroendokrinen Tumoren geméf §37 der Deklaration von
Helsinki ("Nicht nachgewiesene Maknahmen in der klinischen Praxis") und in Uberein-
stimmung mit §13 (2b) des deutschen Arzneitmittelgesetzes durchgefiihrt. Alle Patienten
hatten vor Einschluss in die Untersuchung eine geeignete antitumorale Therapie erhalten,

die die weitere Tumorprogression oder -metastasierung jedoch nicht verhindern konnte.

Die PET/CT-Untersuchungen wurden in der Abteilung Nuklearmedizin der Radiologi-
schen Klinik des Universitétsklinikums Heidelberg mit dem PET/CT-Scanner Biograph-
mCT Flow (Siemens, Erlangen) mit den folgenden Parametern durchgefiihrt: Schichtdicke
5mm, Inkrement 2-4 mm, Rekonstruktionskernel fiir weiche Gewebe (soft-tissue reconstruc-
tion kernel), Care Dose. Jeweils eine Stunde nach intravenoser Gabe der mit Gallium mar-
kierten Tracer wurden statische Ganzkérperaufnahmen mit CT-basierter Schwichungs-
korrektur akquiriert; in einigen Féllen erfolgte die Bildgebung zehn Minuten, eine und
drei Stunden nach Injektion. Unmittelbar nach dem CT-Scan wurden mittels PET 3D-
Ganzkorperaufnahmen angefertigt (Matrix 200x200, in FlowMotion™ mit 0,7 cm/min).
Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von Gallium-68 sowie der variablen Elutionseffizienz

des Gallium-Generators, variierten die den Patienten verabreichten Aktivitéten zwischen
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222 und 312 MBq. Die Emissionsdaten wurden auf zufillige Koinzidenzen, Streuung und
Zerfallszeit korrigiert. Die Rekonstruktion der erhaltenen PET-Datensétze erfolgte mit Hil-
fe des Ordered Subset Ezpectation Mazimization (OSEM)-Algorithmus mit zwei Iterationen
je 21 Subsets und Gauss-Filterung auf eine transaxiale Auflésung von 5 mm bei Halbwerts-
breite (Full Width Half Mazimum, FWHM). Die Verzogerungskorrektur wurde mit Hilfe
der Low-Dose non-enhanced CT-Daten durchgefiihrt. Fiir eine quantitative Beurteilung
der Traceraufnahmen wurden die Datensétze in Standardized Uptake Value (SUV)-Bilder

konvertiert.

3.14.4 Therapeutische Anwendung der FAP-Liganden

Eine therapeutische Anwendung von DOTA-(MC-FA-012)3 erfolgte nach Markierung mit
Lutetium-177 in einem Patienten mit metastasiertemn Pankreaskarzinom. Dabei wurde die
Bremsstrahlung zwei, 24 und 46 Stunden nach intravendser Injektion des Tracers mit Hilfe

einer Gamma-Kamera (GE Hawkeye SPECT /CT System) aufgenomimen.

Zur therapeutischen Anwendung von FAPI-04 wurde der mit Yttrium-90 radiomarkierte
Tracer einer Patientin mit metastasiertem Mammakarzinom verabreicht. Die intravend-
se Applikation erfolgte iiber ein steriles Filtersystem (Filtropur S 0.2, Sarstedt, Niim-
brecht). Die intratherapeutische Kontrolle der Tracerverteilung erfolgte drei und 24 Stun-
den nach Injektion durch szintigraphische Detektion der Gamma-Strahlung (GE Hawkeye
SPECT/CT System).

3.15 Datenauswertung und statistische Analyse

Die graphische Darstellung und die statistische Auswertung der Daten aus den Zellbin-
dungsassays sowie den Organverteilungsstudien erfolgten mit Hilfe von GraphPad Prism
7.0 (GraphPad Software, San Diego, USA) sowie Corel DRAW Graphics Suite 2018 (Co-
rel GmbH, Miinchen). Sofern nicht anders angegeben, sind alle deskriptiven statistischen
Werte als Mittelwert + Standardabweichung aufgefithrt. Die Berechnung der 1Cs0-Werte
erfolgte nach sigmoidaler Kurvenanpassung aus den Messreihen der Kompetitionsexpe-
rimente. Die biologischen Halbwertszeiten wurden nach exponentieller Kurvenanpassung
aus den Daten der Efflux-Experimente ermittelt. Fiir die Beurteilung der statistischen
Signifikanz wurde der Mittelwert zweier zu vergleichender Gruppen mithilfe des t-Tests

berechnet. Je nach Signifikanzniveau sind die Uberschreitungswahrscheinlichkeiten mit
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maximal drei Asterisken gekennzeichnet (*: 0,01 < p < 0,05; **: 0,001 < p < 0,01; ***:
p < 0,001). Die Nachbearbeitung der mikroskopischen Aufnahmen erfolgte mit Hilfe der
Graphik-Software ImageJ. Die in der Einleitung gezeigten Abbildungen wurden mit Co-
rel DRAW Graphics Suite 2018 (Corel GmbH, Miinchen) erstellt. Fiir die Darstellung
der Strukturformeln wurde ChemBioDraw Ultra 14.0 (Perkin Elmer) verwendet; die 3D-
Strukturen der Peptid-Scaffolds wurden ausgehend von den entsprechenden Eintrégen in

der RCSB-Proteindatenbank mit Hilfe von Pymol erzeugt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Identifizierung FAP-affiner Binder mittels

Phagen-Display

Zur Identifizierung neuer FAP-Liganden mit Hilfe der Phagen-Display-Technologie wur-
den zwei unterschiedliche Peptidbibliotheken eingesetzt. Die SF'TI8-Bibliothek basiert auf
dem zyklischen Grundgeriist des Sunflower Trypsin Inhibitors-1 (SFTI-1), welches durch
eine Disulfidbriicke stabilisiert wird, und enthélt einen variablen Bereich aus acht rando-
misierten Aminosduren. Die Min10.GP-FAP-Bibliothek beruht auf einer verkiirzten Form
eines cyclotidischen Trypsininhibitors und ist durch zwei Disulfidbriicken stabilisiert, was
in einer geringeren konformativen Flexibilitdt des Grundgeriists resultiert. In der urspriing-
lichen Bibliothek Min10 ist eine Teilsequenz des Originalpeptids Min-23 durch eine Schleife
aus zehn variablen Aminosduren ersetzt. In der Min10.GP-FAP-Bibliothek wurde dies im
Hinblick auf die Identifizierung FAP-spezifischer Liganden geringfiigig modifiziert. Da der
N-terminale Loop des Min-23 wahrscheinlich eine Rolle bei der Bindung an humanes FAP
spielt, wurde die Originalsequenz LMR teilweise randomisiert. Dies ermdglicht die Anrei-
cherung von Peptiden mit alternativen Bindungsmotiven, die unter Umstidnden eine héhere
FAP-Affinitdt aufweisen. Aus fritheren Studien ist bekannt, dass die Aminosduren G und P
in den bislang bekannten FAP-Substraten fiir die Bindung an das Membranprotein mafgeb-
lich sind[®?l. Aus diesem Grund wurde innerhalb der variablen Schleife an den Positionen

7 und 8 das GP-Motiv fest in der Bindeschleife des Peptids verankert.

4.1.1 Biopanning gegen rekombinantes FAP mit der SFTI8-Bibliothek

Das Biopanning mit der SFTI8-Phagenbibliothek wurde gegen rekombinantes humanes
FAP durchgefiihrt, welches iiber einen His6-Tag an magnetischen Beads immobilisiert wor-
den war. Nach vier Panning-Runden erfolgte die Identifizierung der gebundenen Peptide

mit Hilfe der [llumina Next Generation Sequenzierung. Die am haufigsten angereicherten
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Peptidsequenzen sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Die identifizierten Peptide wur-
den mittels Festphasensynthese hergestellt, mit Tod-125 radiomarkiert und zur Charakte-
risierung hinsichtlich ihrer Bindungseingenschaften an FAP-positiven und FAP-negativen

CHO-Zellen getestet. Die Ergebnisse der Zellbindungsversuche sind in Abbildung 4.1 zu-

sammengefasst.

Bezeichnung Sequenz
Ph.SF8-FAP1 GRCTHPTHKMPWCYPD
Ph.SF8-FAP2 GRCTGIHGWAFLCYPD
Ph.SF8-FAP3 GRCTEWWEFGSSRCYPD
Ph.SF8-FAP4 GRCTKWKTLGWHCYPD
Ph.SF8-FAP5 GRCTLWKVIHNHCYPD
Ph.SF8-FAP6 GRCTHKSYFWTHCYPD

Tabelle 4.1. Ubersicht der im Biopanning am hiufigsten angereicherten SFTI8-Peptide.

Die variablen Aminoséure sind in Fettschrift hervorgehoben.

Mit Ausnahme von Ph.SF8-FAP1 und Ph.SF8-FAP3 zeigen alle Peptide eine Bindung an
FAP-positive Zellen von mehr als 5% nach zehn Minuten. Allerdings ist die unspezifi-
sche Bindung bei allen Peptiden vergleichsweise hoch und auch die Affinitat zu den FAP-
negativen CHO-mock-Zellen deutlich hoher als erwartet (Abb. 4.1). Um die Ursache fiir
die mangelnde Spezifitdt der Substanzen zum Zielprotein herauszufinden, wurden die Bin-
dungsexperimente mit zwei der sechs Verbindungen an rekombinantem FAP wiederholt.
Hierfiir wurde das Zielprotein an magnetische Beads gebunden, wobei alle Inkubations-
parameter, wie Inkubationszeit und -temperatur sowie Proteinkonzentration, analog den
Panning-Bedingungen gewdhlt wurden. Zur internen Validierung des Assays wurde das
Cyclotid MC-FA-012 mit bekannten Bindungseigenschaften verwendet. Dieses erreicht in
Bindungsstudien an humanem FAP eine Bindung von 8 bis 10 %ID bei gleichzeitig sehr
geringer unspezifischer Bindung. Die Ergebnisse der Testung sind in Abbildung 4.2 darge-

stellt.

Beide Peptide zeigen eine starke Bindung an FAP-positive Beads mit Bindungswerten von
85 + 7,98 % bzw. 95 + 11,03 % nach einstiindiger Inkubation. Allerdings ist die Bindung
der Peptide an FAP-negative Beads &hnlich hoch wie an humanes FAP (90 + 12,38 % bzw.
99 + 1,72 % ID). Diese Ergebnisse lassen darauf schliefsen, dass die im Biopanning angerei-

cherten Peptide keine spezifischen Binder von humanem FAP sind, sondern vielmehr eine
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hohe Affinitit zu den verwendeten magnetischen Beads besitzen. Diese enthalten zur Im-
mobilisierung von His6-getaggten Proteinen zweiwertiges Cobalt (Co?T), welches aufgrund

der positiven Ladung einen idealen Bindungspartner fiir elektronenreiche Aminoséduren

darstellt.
CHO FAP CHO mock
: e
Ph.SF8-FAP1 Ph.SF8-FAP1
) —
1 —
Ph.SF8-FAP2 R Ph.SF8-FAP2
— h
] I—
Ph.SF8-FAP3 Ph.SF8-FAP3 -
i H
—— ] i
Ph.SF8-FAP4 - Ph.SF8-FAP4
H [
— —
Ph.SF8-FAPS . Ph.SF8-FAP5
H — ,
3 10 min
— 1 M 60 min
Ph.SF8-FAP6gh Ph.SF8-FAP6 O unspezifisch
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22
%D %D

Abbildung 4.1. Zellbindung der radioiodierten SFTI8-Peptide an CHO-FAP- und CHO-mock-
Zellen nach Inkubation fiir zehn und 60 Minuten sowie unspezifische Bindung nach Inkubation fiir
60 Minuten bei 37 °C; n=3.

Im Falle einer nicht vollstdndigen Séttigung der Beads mit dem Zielprotein wihrend des
Biopannings werden somit offensichtlich Binder gegen das kationische Cobalt generiert.
Betrachtet man die Sequenzen der angereicherten Peptide, so fillt auf, dass mit Ausnahme
von Ph.SF8-FAP3 alle Verbindungen mindestens ein Histidin enthalten. Dies erklért die
starke Bindung der entsprechenden Peptide an die Co?"-Beads, welche naturgemifi eine
hohe Selektivitit fiir Histidingruppen besitzen. Um eine Anreicherung FAP-spezifischer
Liganden nach Immobilisierung des Proteins an Co?"-Beads zu ermdglichen, muss folglich
sichergestellt werden, dass die Beads iiber die gesamte Inkubationsdauer vollstindig mit
Protein geséttigt sind. Da es sich bei FAP um ein relativ grofses, sterisch anspruchsvolles
Molekiil handelt, kann eine liickenlose Bindung an die Beads iiber den vergleichsweise

kleinen His6-Tag allerdings nicht gewéhrleistet werden.

Aus diesemn Grund wurde die Panning-Strategie mit rekombinantem Protein an magne-
tischen Beads nicht weiter verfolgt. Stattdessen wurden fiir die nachfolgenden Panning-

Runden FAP-exprimierende Zellen verwendet, die zudem den Vorteil besitzen, dass das
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Zielprotein hier in seiner nativen Form vorliegt. Bedingt durch Wechselwirkungen mit
anderen Oberflichenproteinen ist es denkbar, dass es zu Konformationsdnderungen des
Zielproteins kommt, die die Bindung potentieller Liganden beeinflussen. Anders als beim
Einsatz von rekombinantem Protein kénnen diese Effekte im physiologischen Zellsystem

beriicksichtigt werden und erméglichen so eine bessere Selektion geeigneter Liganden.

1105
I FAP-positiv

100 —— O FAP-negativ
90

801
70

%ID

60
20

154
10

Ph.SF8-FAP5  Ph.SF8-FAP6 MC-FA-012

Abbildung 4.2. Bindung von Ph.SF8-FAP5 und -6 sowie MC-FA-012 an FAP-positive und FAP-

negative magnetische Beads nach Inkubation fiir 60 Minuten bei 37°C; n=2.

4.1.2 Biopanning gegen FAP-exprimierende Zellen mit der
Min10.GP-FAP-Bibliothek

Basierend auf theoretischen Uberlegungen sowie Vorarbeiten beziiglich der Struktur-Wir-
kungsbeziehungen zwischen bekannten FAP-Liganden und ihrem Zielprotein wurde die
eingeschriankte Phagenbibliothek Min10.GP-FAP hergestellt (siche Abschnitt 3.3). Mit
dieser wurde ein Biopanning alternierend gegen FAP-negative und FAP-positive CHO-
bzw. CT26-Zellen durchgefiihrt. Nach vier Panning-Runden erfolgte die Identifizierung der
gebundenen Peptide mit Hilfe der [llumina Next Generation Sequenzierung. Die am h&u-

figsten angereicherten Peptidsequenzen sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.

Die identifizierten Peptide wurden mittels Festphasensynthese hergestellt, mit lod-125 ra-
diomarkiert und zur Charakterisierung hinsichtlich ihrer Bindungseingenschaften an FAP-

positiven CHO-Zellen getestet (Abb. 4.3).
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Bezeichnung

Sequenz

GP-01
GP-02
GP-03
GP-04
GP-05
GP-06
GP-07
GP-08
GP-09
GP-10
GP-11
GP-12
GP-13
GP-14
GP-15
GP-16
GP-17
GP-18
GP-19
GP-20
GP-21
GP-22
GP-23
GP-24
GP-25
GP-26
GP-27
GP-28
GP-29
GP-30
GP-31

WMRCKQDSDCLAGSVCSFHQWPPGPKYCG
LFRCKQDSDCLAGSVCDWHGWFDGPDYCG
LMQCKQDSDCLAGSVCPIAKHLMGPVYCG
LHRCKQDSDCLAGSVCVRFMHMYGPWYCG
LWHCKQDSDCLAGSVCGFSPQHIGPDYCG
LLRCKQDSDCLAGSVCTTRMEYHGPKYCG
LFRCKQDSDCLAGSVCDWNDGQFGPFYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCFMYGSHWGPVYCG
HMGCKQDSDCLAGSVCIWMAGVYGPHYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCWTDATSYGPDYCG
IMRCKQDSDCLAGSVCLTYQDTWGPTYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCDYKGRAFGPSYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCGKFQVFLGPVYCG
LFNCKQDSDCLAGSVCEARDQVMGPVYCG
LARCKQDSDCLAGSVCDRSFHKPGPAYCG
LMVCKQDSDCLAGSVCMVWLDKQGPTYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCILKDIYDGPKYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCPFYDLWFGPDYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCISWQPHQGPNYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCFTDLHEPGPKYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCTLESILEGPDYCG
LMECKQDSDCLAGSVCNGHPKVYGPWYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCTDDWAVSGPNYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCTDLWKTLGPFYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCWVRVNILGPDYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCSTFLRYDGPMYCG
LMECKQDSDCLAGSVCNGHPKVYGPWYCG
LMHCKQDSDCLAGSVCMRRENTIGPRYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCIFQIANNGPMYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCFTSLVLFGPRYCG
LMRCKQDSDCLAGSVCIDLMWSEGPMYCG



GP-32 LMRCKQDSDCLAGSVCRVGFRPGGPDYCG

GP-33 LMACKQDSDCLAGSVCGWQSNFRGPNYCG
GP-34 LMLCKQDSDCLAGSVCTDTMEHAGPVYCG
GP-35 DMDCKQDSDCLAGSVCVTYGHLEGPMYCG
GP-36 LMV CKQDSDCLAGSVCRAWQGVYGPTYCG
GP-37 LMRCKQDSDCLAGSVCKLIKLSDGPDYCG

GP-38 LMRCKQDSDCLAGSVCLDAYSNMGPNYCG
GP-39 LMECKQDSDCLAGSVCRENGHPMGPDYCG
GP-40 LMSCKQDSDCLAGSVCDSWERAHGPDYCG
GP-41 LMRCKQDSDCLAGSVCSTFLRYDGPMYCG
GP-42 LMRCKQDSDCLAGSVCLEATGWDGPDYCG

Tabelle 4.2. Ubersicht der im Biopanning am hiufigsten angereicherten Ph.Min10-GP-FAP-

Peptide. Die variablen Aminoséure sind in Fettschrift hervorgehoben.

Alle getesteten Peptide zeigen eine duferst geringe Bindung an humanes FAP, mit maxima-
len Bindungswerten von 1,74 + 0,21 % ID nach zehn Minuten bzw. 1,41 + 0,06 %ID nach
einer Stunde. Mit Ausnahme der Verbindungen GP-13 und GP-30 ist die unspezifische
Bindung der Peptide deutlich geringer als die FAP-Bindung, so dass der Panning-Prozess
grundsitzlich zu einer Anreicherung FAP-selektiver Binder gefiihrt hat. Allerdings scheint
die Affinitdt der selektierten FAP-Binder zu gering zu sein, um eine ausreichend hohe

Bindung an das Zielprotein zu ermdoglichen.

Eine andere Ursache fiir die geringen Bindungswerte kénnte durch eine unzureichende
Stabilitét der Liganden nach Bindung an ihre Zielstruktur zu erkléren sein. Aufgrund der
enzymatischen Funktion des Membranproteins wire es denkbar, dass die Peptide nach
initialer Bindung rasch hydrolysiert werden, noch bevor sie ins Zellinnere gelangen. Das
GP-Motiv, welches in allen bekannten natiirlichen Liganden von FAP vorliegt, scheint
zwar fiir die optimale Bindung an die Zielstruktur von Bedeutung zu sein, stellt aber
gleichzeitig auch ein ideales Substrat des Enzyms dar. Dabei werden die Liganden durch das
Grundgeriist des Min-23-Scaffolds offenbar nicht ausreichend stabilisiert. Dieses Problem
konnte durch den Einsatz eines alternativen Scaffolds umgangen werden, welches nicht
enzymatisch gespalten wird bzw. auch nach hydrolytischer Spaltung des GP-Motivs eine

ausreichend hohe Internalisierung des Liganden in die Zelle ermdglicht.
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Abbildung 4.3. Bindung der Ph.Min10-GP-FAP-Peptide GP-02 bis -42 an FAP-positive CHO-
Zellen nach Inkubation fiir zehn und 60 Minuten sowie unspezifische Bindung nach Inkubation fiir
60 Minuten bei 37 °C; n=3.
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Eine alternative Losung wire die Wahl eines Bindungsmotives, welches nicht von der en-
zymatischen Funktion des FAPs gespalten werden kann, z.B. durch den Einbau von D-
Aminosduren. Allerdings kann bei dieser Strategie durch die verénderte Konformation der
Aminosduren eine verinderte Affinitdt der Peptide zum Zielprotein nicht ausgeschlossen
werden. Es ist vielmehr davon auszugehen, dass der Einbau von isomeren Aminosduren
zu einem Bindungsverlust fiihrt, so dass dieser Ansatz bei den ohnehin sehr geringen Bin-

dungswerten der Min10-Peptide nicht sonderlich erfolgversprechend scheint.

Eine weitere Moglichkeit, die Hydrolyse potentieller FAP-spezifischer Binder zu umgehen,
liegt in der Anreicherung von Liganden, die FAP allosterisch, also aufserhalb des katalyti-
schen Zentrums, binden. Dies kann durch eine Blockade des aktiven Zentrums, z.B. durch
Zugabe eines Enzymsubstrats, wihrend des Biopannings erreicht werden. Allerdings miiss-
te hierbei gewihrleistet sein, dass das Substrat widhrend der gesamten Inkubationsdauer
am aktiven Zentrum verbleibt und nicht gleichermafien enzymatisch gespalten wird. Wei-
terhin sollte die Bindung des Substrats an das aktive Zentrum ausreichend hoch sein, um

einer Verdrangung durch Peptide mit einer hoheren Affinitét entgegen zu wirken.
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4.2 Charakterisierung der FAP-Binder MC-FA-012 und
DOTA-(MC-FA-012);

4.2.1 Zellbasierte Bestimmung der Bindungsaffinitdt und -spezifitit

Mit Hilfe der Phagen-Display-Technologie und anschliefender Affinitétsreifung gelang es
der Firma BionTech AG, den spezifischen FAP-Liganden MC-FA-012 zu identifizieren. Die
fiir das Phagen-Display verwendete Bibliothek basiert auf dem Grundgeriist des Cyclotids
MCoTI-II, einem urspriinglich aus dem Kiirbisgewdchs Momordica chochinchinensis iso-
lierten Molekiil, das aufgrund von drei Disulfidbriicken eine aufsergewthnliche Stabilitdt
gegeniiber chemischem und enzymatischem Abbau besitzt. Dariiber hinaus toleriert es den
Einbau verschiedener Aminoséuresequenzen ohne negativen Einfluss auf die rdumliche Kon-
formation des knoteniihnlichen Geriists!™l. Um den Einfluss des Cyclotid-Grundgeriists auf
die FAP-Bindung zu untersuchen, wurde das Miniprotein MC-Myc-010 hergestellt, welches
auf der identischen Geriiststruktur basiert, anstelle der FAP-spezifischen Bindesequenz je-

doch das Myc-Motiv EQKLISEEDL enthilt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die FAP-Bindungseigenschaften von MC-FA-
012 und seiner trimerisierten Variante DOTA-(MC-FA-012)3 in wvitro und in vivo durch
nuklearmedizinische Techniken verifiziert und dadurch das klinische Potential des Molekiils
evaluiert werden. Beide Verbindungen wurden radiomarkiert und im Zellbindungsassay im
Hinblick auf Affinitdt und Spezifitdt zum Zielprotein untersucht. Abbildung 4.4 A zeigt
die Bindung von MC-FA-012 sowie MC-Myc-010 an CHO-FAP-Zellen; die Bindung von
MC-FA-012 an humanes und murines FAP sowie an FAP-negative CHO-mock-Zellen ist
in Abbildung 4.4 B zusammengefasst. Die Spezifitdt der Bindung von MC-FA-012 wur-
de in einem Kompetitionsexperiment bestimmt. Hierfiir wurde das radioiodierte Peptid
fiir 60 Minuten mit steigenden Konzentrationen an unmarkiertem Peptid inkubiert. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 4.5 dargestellt.

MC-FA-012 zeigt eine spezifische Bindung an humanes FAP, hat mit einem ICsq-Wert von
1,176 pM jedoch keine besonders hohe Affinitdt zum Zielprotein, die fiir die Entwicklung
eines Radiotracers, sowohl fiir diagnostische, als auch fiir therapeutische Zwecke, jedoch

von groker Bedeutung ist.
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Abbildung 4.4. A. Bindung von MC-FA-012 und MC-Myc-010 an CHO-FAP-Zellen nach Inku-
bation fiir zehn und 60 Minuten sowie unspezifische Bindung nach Inkubation fiir 60 Minuten;
n=3. B. Bindung von MC-FA-012 an humanes und murines FAP sowie FAP-negative CHO-Zellen

(mock) nach Inkubation fiir zehn und 60 Minuten; n=3.
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Abbildung 4.5. Kompetition von radioiodiertem MC-FA-012 durch steigende Konzentrationen
an unmarkiertem MC-FA-012 an CHO-FAP-Zellen nach Inkubation fiir 60 Minuten; n=3.

Eine ausreichend starke Bindung des Liganden an seine Zielstruktur ist die Voraussetzung
fiir eine zuverléssige und rasche Aufnahme in die Zelle. Dies gewihrleistet ein starkes
Signal im Tumorgewebe und einen niedrigen Untergrund bei der Bildgebung sowie eine
hohe intratumorale therapeutische Dosis und eine geringe Strahlenbelastung von gesundem

Gewebe im Falle einer Endoradiotherapie.

Um die Zellbindung zu erhéhen, wurden deshalb drei MC-FA-012-Einheiten iiber einen
chemischen Linker zu einem Trimer zusammengeschlossen und mit dem Chelator DOTA
(1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigséure) fusioniert. Dieser ist in der Lage,
zwei- und dreiwertige Metall-Kationen zu komplexieren und eignet sich somit optimal
fiir die Beladung mit nuklearmedizinisch relevanten Radionukliden wie Gallium-68 oder
Lutetium-177. Die Prisenz von drei FAP-Liganden pro Molekiil erhoht die Aviditat der

resultierenden Verbindung und damit auch die sogenannte scheinbare Affinitét (apparent
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affinity) gegeniiber der Zielstruktur. Abbildung 4.6 zeigt die Bindung des Trimers DOTA-
(MC-FA-012)5 im Vergleich zum Monomer MC-FA-012 an humanes und murines FAP

sowie an FAP-negative CHO-mock-Zellen nach Inkubation fiir 60 Minuten.

Im Vergleich zum monomeren Peptid (8,8 + 0,25 %ID) wird die Bindung an humanes
FAP durch Trimerisierung auf das nahezu Siebenfache erhsht (59,4 + 3,87 %ID). Dies wird
durch den im Kompetitionsexperiment ermittelten IC5p-Wert des Trimers von 200,5 nM
bestétigt (Abb. 4.7 B). Die Affinitdt zu murinem FAP sowie die unspezifische Bindung
an FAP-negative Zellen unterscheiden sich dabei nicht signifikant von den Bindungswerten

des Monomers.
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Abbildung 4.6. Bindung von MC-FA-012 und DOTA-(MC-FA-012)5 an FAP-positive und FAP-
negative CHO-Zellen nach Inkubation fiir 60 Minuten; n=3.

Neben der Affinitét und Spezifitdt zum Zielprotein spielt die Internalisierungsrate des Tra-
cers eine wesentliche Rolle fiir die effiziente Aufnahme in die Zelle. Aus diesem Grund
wurde der Anteil der internalisierten Fraktion im Verhéltnis zur Gesamtbindung des Tra-
cers nach Inkubation fiir bis zu vier Stunden untersucht (Abb. 4.7 A). Bereits nach zehn
Minuten kénnen ca. 33 % der gesamten Tracer-Menge innerhalb der Zelle nachgewiesen wer-
den, wobei der internalisierte Anteil im Verlauf von einer Stunde kontinuierlich ansteigt.
Die hochste Internalisierungsrate zeigt sich nach zwei Stunden, wobei ca. 50 % der gesam-
ten Tracer-Menge innerhalb der Zelle anzufinden sind. Dabei scheint die Internalisierung
temperaturabhfingig zu verlaufen, da eine Senkung der Temperatur auf 4 °C zu einer deut-
lichen Reduktion der aufgenommenen Tracermenge fiithrt (ca. 33 % der Gesamtaktivitit
nach zwei Stunden). Dartiber hinaus zeichnet sich DOTA-(MC-FA-012)3 durch eine lange
Verweildauer in der Zelle nach erfolgter Internalisierung aus. Efflux-Experimente zeigen,
dass selbst 20 Stunden nach Inkubation noch 95 % der Ausgangsaktivitit in FAP-positiven

Zellen nachweisbar sind (Abb. 4.7 C) und nur geringe Mengen an das Zellkulturmedium
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abgegeben werden (Abb. 4.7 D). Dies ist fiir einen potentiellen Einsatz des Tracers in Kom-
bination mit therapeutischen Nukliden von besonderem Vorteil, da eine ausreichend lange

Strahlenexposition der malignen Lasionen mafsgeblich fiir einen Therapieerfolg ist.
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Abbildung 4.7. Charakterisierung von DOTA-(MC-FA-012)3 an FAP-positiven CHO-Zellen; n=3
fiir jedes Experiment. A. Internalisierung des Trimers nach Inkubation fiir bis zu vier Stunden bei
4 und 37°C. B. Kompetition von radiomarkiertem Trimer durch steigende Konzentrationen an
unmarkierter Substanz nach Inkubation fiir 60 Minuten. C, D. Zeitabhéngige Retention und Efflux
des Trimers nach Inkubation fiir eine Stunde bei 37 °C.

4.2.2 Charakterisierung der Pharmakokinetik im Tiermodell

Zur Charakterisierung der Pharmakokinetik von DOTA-(MC-FA-012)3 in CT26-FAP-tu-
mortragenden Nacktméusen wurde das mit Gallium-68 markierte Trimer intravends ver-
abreicht und die Organverteilung im Kleintier-PET untersucht. Zusétzlich wurden Bio-
verteilungsstudien mit Lutetium-177-markiertem Trimer durchgefiihrt. Hierfiir wurde die
radiomarkierte Substanz intravends verabreicht und deren Anreicherung im Blut sowie in

ausgewahlten Organen ez vivo im Gamma-Counter bestimmt.
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Bildgebungsstudien mit DOTA-(MC-FA-012)3

Abbildung 4.8 zeigt die Maximumintensititsprojektionen (MIP) bis zu 140 Minuten nach
Injektion von 10 MBq ®®Ga-DOTA-(MC-FA-012)3. Bereits nach 20 Minuten ist eine deut-
liche Anreicherung des Radiotracers im FAP-positiven CT26-Tumor (roter Pfeil; SUV 0,8),
nicht aber im FAP-negativen CT26-wt-Tumor (weifer Pfeil; SUV 0,2) zu erkennen. Zudem
ist eine starke Retention des Trimers in den Nieren sichtbar (SUV 13,4 nach 60 Minuten),
die auch nach zwei Stunden nicht merklich abnimmt. Die unspezifische Aktivitdt im Blut
sowie in gesunden Geweben ist sehr schwach, was zu einem guten Bildkontrast mit sehr
geringem Hintergrund fiihrt. Im Gegensatz hierzu ist nach Injektion des unspezifischen
Kontrollcyclotids DOTA-(MC-FA-0116)3 keine Tumoranreicherung zu erkennen (SUV 0,2
nach 20 Minuten). Jedoch ist auch hier das Nierensignal mit einem mittleren SUV-Wert
von 7,1 auch nach zwei Stunden noch sehr hoch. Dies deutet darauf hin, dass das Cyclotid-
Grundgeriist fiir die starke Nierenretention verantwortlich ist. Die Zeit- Aktivitatskurven
sind in Abb. 4.9 zusammengefasst; eine Ubersicht der gemessenen SUV-Werte befindet sich
im Anhang in den Tabellen 5.17 und 5.18.
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Abbildung 4.8. MIP bis zu 140 Minuten nach intravendser Injektion von DOTA-(MC-FA-012);
bzw. DOTA-(MC-FA-0116); in tumortragenden Nacktméausen. Roter Pfeil: CT26-FAP-Tumor, wei-
Rer Pfeil: CT26-wt-Tumor.
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Abbildung 4.9. Zeit-Aktivitdtskurven nach intravendser Injektion von DOTA-(MC-FA-012);
bzw. DOTA-(MC-FA-0116)3 in CT26-FAP-tumortragenden Nacktméausen; n=1.

Bei dem hier verwendeten CT26-FAP-Tumormodell handelt es sich um eine transfizier-
te Zelllinie, die das Zielprotein in grofker Menge exprimiert. Diese Zelllinie ist aufgrund
ihres schnellen Wachstums in Nacktméausen optimal fiir eine initiale Testung potentieller
FAP-Liganden geeignet, reflektiert die physiologische Situation jedoch nur unzureichend.
Da FAP nicht von Tumorzellen selbst, sondern von aktivierten Fibroblasten in der Mi-
kroumgebung des Tumors gebildet wird, ist die Expression stark vom Stromaanteil der
entsprechenden Tumorart abhingig. Aus diesem Grund wurde die Pharmakokinetik von
DOTA-(MC-FA-012)3 zusétzlich in einem weiteren Tumormodell untersucht. Hierfur wur-
den U87TMG-Zellen verwendet, die urspriinglich aus einem humanen Glioblastom etabliert
worden sind. Im Gegensatz zu CT26-FAP-Zellen zeigen diese selbst nur eine geringe FAP-

Expression und erlauben somit eine realitdtsndhere Charakterisierung des Radiotracers.

Abbildung 4.10 zeigt die Maximumintensitatsprojektionen bis zu 140 Minuten nach Injek-
tion von 10 MBq %¥Ga-DOTA-(MC-FA-012)3 in US7MG-tumortragenden Nacktméusen.
Auch in diesem Tumormodell ist bereits nach 20 Minuten eine Anreicherung des Tracers

im Tumor zu sehen (SUV 0,57), die bis zu 140 Minuten nach Injektion erhalten bleibt. Im
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Vergleich zum CT26-FAP-Modell ist die Tumoranreicherung des Tracers deutlich schwé-
cher, was auf die geringere FAP-Expression zuriickzufiihren ist. Die Zeit-Aktivitdtskurven
des Trimers in beiden Tumormodellen sind in Abb. 4.11 zusammengefasst. Eine Ubersicht

der gemessenen SUV-Werte befindet sich im Anhang in Tabelle 5.19.
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Abbildung 4.10. MIP bis zu 140 Minuten nach intravendser Injektion von DOTA-(MC-FA-012);
in tumortragenden Nacktmiusen. Roter Pfeil: U87MG-Tumor.
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Abbildung 4.11. Zeit-Aktivitdtskurven nach intravensser Injektion von DOTA-(MC-FA-012)5 in
CT26-FAP- bzw. US7MG-tumortragenden Nacktm&usen; n=1.
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Bioverteilungsstudien mit DOTA-(MC-FA-012)3

Zur quantitativen Beurteilung der Bioverteilung in vivo wurde DOTA-(MC-FA-012)3 mit
Lutetium-177 radiomarkiert und in tumortragenden Nacktmé&usen untersucht. Hierzu wur-
den die zu untersuchenden Organe bis zu 24 Stunden nach Injektion des Tracers entnommen
und die Aktivitdten im Gamma-Counter bestimmt. Die Ergebnisse der Bioverteilungsstudie
sind in den Abbildungen 4.12 und 4.13 zusammengefasst. Entsprechend den Ergebnissen
aus der Bildgebung ist bereits nach 30 Minuten in beiden Tumormodellen eine starke An-
reicherung des Tracers im Tumor zu sehen (9,9 £ 1,75 bzw. 6,4 £ 1,20 %ID fiir CT26-FAP
bzw. USTMG). Im CT26-FAP-Tumormodell kénnen nach 24 Stunden noch 59 % der ur-
spriinglichen Aktivitdt im Tumor nachgewiesen werden (5,85 + 0,10 %ID).

Anders verhilt es sich im U87MG-Modell: Hier sind nach 24 Stunden nur noch 16 % der
urspriinglichen Aktivitdt im Tumor vorhanden (1,0 + 0,19 %ID). Erneut sind die gemesse-
nen Aktivitdten im Blut sowie in allen untersuchten Organen, mit Ausnahme der Niere, in

beiden Tumormodellen duferst gering (siche Anhang, Tabellen 5.20 und 5.21).
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Abbildung 4.12. Bioverteilung 30 Minuten bis 24 Stunden nach Injektion von DOTA-(MC-FA-
012)3 in CT26-FAP-tumortragenden Nacktméiusen; n=3 fiir jeden Zeitpunkt.
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Abbildung 4.13. Bioverteilung 30 Minuten bis 24 Stunden nach Injektion von DOTA-(MC-FA-
012)3 in U8TMG-tumortragenden Nacktméusen; n—3 fiir jeden Zeitpunkt.

4.2.3 Klinische Testung von DOTA-(MC-FA-012)3

Aufgrund der vielversprechenden Daten aus den préklinischen Untersuchungen wurde die
Bioverteilung von *Ga-DOTA-(MC-FA-012)3 bei acht Patienten mit metastasiertem, the-
rapierefraktirem Pankreaskarzinom jeweils eine und bis zu fiinf Stunden nach Injektion
mittels PET/CT untersucht. Bei allen Patienten ist bereits nach einer Stunde eine deutli-
che Akkumulation von DOTA-(MC-FA-012)3 mit maximalen SUV-Werten von bis zu 11,9
im Tumorstroma zu erkennen. Abbildung 4.14 zeigt die Maximumintensitéitsprojektionen
eine, drei und fiinf Stunden nach Injektion des Tracers bei einem Patienten mit einer grofen
nekrotischen Lebermetastase. Zirkuldr um den nekrotischen Bereich ist deutlich abgegrenzt
eine starke Anreicherung des Tracers im malignen Gewebe zu erkennen, die im Verlauf von
fiinf Stunden nur geringfiigig abnimmt, wobei einzelne Bereiche starker speichern als nach

einer Stunde (SUVpax 4,5 nach einer Stunde, 6,6 nach fiinf Stunden).

Auch bei zwei weiteren Patienten sind die wesentlich kleineren Lebermetastasen deutlich
zu erkennen und zeigen eine robuste Speicherung des Radiotracers bis zu drei Stunden nach
Injektion (Abb. 4.15). Bei allen untersuchten Patienten ist die Anreicherung im gesunden
Gewebe minimal, was in einem geringen Hintergrundsignal und einem hohen Bildkontrast

resultiert.
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Abbildung 4.14. Ganzkérper-PET/CT (MIP) und transaxiale sowie koronare Ansicht eine, drei
und fiinf Stunden nach intravendser Injektion von **Ga-DOTA-(MC-FA-012); in einem Patienten
mit metastasiertem Pankreaskarzinom. Zirkuldr um die nekrotische Lebermetastase ist deutlich

abgegrenzt eine starke Anreicherung des Tracers im malignen Gewebe zu erkennen.

Wie bereits aus den Tierversuchen zu erwarten war, ist die Nierenretention des Tracers
allerdings sehr hoch (maximale SUV-Werte bis zu 111 nach einer Stunde). Abbildung
4.16 zeigt exemplarisch die gemessenen Aktivititen von ®Ga-DOTA-(MC-FA-012)3 in den
Tumorlédsionen sowie in der Aorta und in den Nieren bis zu fiinf Stunden nach Injektion.
Hierbei ist deutlich zu sehen, dass der Tracer kontinuierlich aus dem Blut aufgenommen
wird und in den Metastasen anreichert. Gleichzeitig steigt die gemessene Aktivitdt in den
Nieren stetig an und erreicht nach fiinf Stunden ein Maximum von 149. Dies spricht fiir

eine starke Akkumulation der Substanz in der Niere mit nur geringer renaler Elimination.
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Abbildung 4.15. Ganzkorper-PET/CT (MIP) und transaxiale sowie koronare Ansicht bis zu
drei Stunden nach intravendser Injektion von %8 Ga-DOTA-(MC-FA-012)3 in zwei unterschiedlichen

Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom.
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Abbildung 4.16. Maximale SUV-Werte eine bis fiinf Stunden nach Injektion von %8Ga-DOTA-
(MC-FA-012)3 in einem Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom.
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Bereits eine Stunde nach Injektion sind die gemessenen Aktivitdten in den untersuchten
Organen, mit Ausnahme der Niere, in allen acht Patienten deutlich geringer als in den ma-
lignen Lésionen (Abb. 4.17). Die relativ grofe Streuung der ermittelten SUV-Werte in den
Primédrtumoren sowie in den Metastasen verdeutlicht die unterschiedliche Anreicherung des
Tracers in Abhéngigkeit von der Anzahl der im Tumorstroma vorhandenen FAP-Molekiile.
Je mehr Zielprotein exprimiert wird, desto stérker ist die Anreicherung des Tracers im
jeweiligen Gewebe. DOTA-(MC-FA-012)3 eignet sich somit insbesondere fiir die Detektion

stromareicher Tumorentititen wie des Pankreaskarzinoms.
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Abbildung 4.17. Durchschnittliche Organaktivititen (SUV max) eine und drei Stunden nach
Injektion von ®®Ga-DOTA-(MC-FA-012)3; n(Organe)=8; n(Primirtumor)=7; n(Metastasen)=41.
Nachdem die Bildgebungsstudien bei allen Patienten eine hohe Tumoranreicherung von
DOTA-(MC-FA-012)3 sowie einen niedrigen Bildhintergrund gezeigt hatten, wurde die
Substanz erstmalig therapeutisch eingesetzt. Hierfiir wurden einem Patienten mit meta-
stasiertem Pankreaskarzinom 2,5 GBq '""Lu-DOTA-(MC-FA-012); verabreicht und die
Tracerverteilung intratherapeutisch mittels Szintigraphie tiberpriift (Abb. 4.18). Hierbei
zeigte sich bis zu 46 Stunden nach Injektion noch eine starke Anreicherung des Trimers in
den malignen Lasionen. Allerdings nahm auch die Aktivitit in der Niere bis zu 46 Stun-
den nach Gabe des Tracers nicht merklich ab und stellt damit die gréfste Limitation einer

potentiellen therapeutischen Anwendung des Tracers dar.
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Abbildung 4.18. Szintigraphie zwei, 24 und 46 Stunden nach Injektion von '""Lu-DOTA-(MC-
FA-012); zur Endoradiotherapie eines metastasierten Pankreaskarzinoms, jeweils in ventraler (a,

anterior) und dorsaler (p, posterior) Ansicht.

4.2.4 Experimente zur Reduktion der Nierenanreicherung von

DOTA-(MC-FA-012)3

Da die persistente Nierenretention einen limitierenden Faktor fiir einen moglichen thera-
peutischen Einsatz von DOTA-(MC-FA-012)3 darstellt, wurden unterschiedliche Strategien
zur Reduktion der Nierenanreicherung in Erwigung gezogen. Eine erhohte Nierenakkumu-
lation ist bei einer Reihe von klinisch relevanten Radiotracern, wie z.B. radiomarkier-
ten Antikérperfragmenten sowie einigen Somatostatin- oder Gastrinanaloga, ein bekanntes

Problem (93],

Nach intraventser Gabe werden Peptide und Proteine mit einem Molekulargewicht bis zu
12 kDa rasch aus dem Blutplasma in die Glomeruli der Niere filtriert und gelangen mit
dem Ultrafiltrat in das Lumen des proximalen Tubulus, wo eine Reabsorption ins Blut-
plasma stattfindet. Hierfiir gibt es unterschiedliche Transportmechanismen: Oligopeptide
werden am Biirstensaum der proximalen Tubuluszellen hydrolysiert und die resultierenden
Fragmente von Aminoséuretransportern in die Zelle zuriickbeférdert. Grofere Peptide und
Proteine hingegen werden nach Bindung an bestimmte Rezeptoren iiber endozytotische
Vesikel internalisiert und in Lysosomen hydrolytisch in kleinere Peptide und Aminosduren
abgebaut. Diese werden anschliefsend ins Zytoplasma freigesetzt und iiber entsprechende
Aminosduretransporter aus der Zelle ausgeschleust. Dies gilt z.B. auch fiir Monoiodtyrosin,
dem primédren Abbauprodukt von radioiodierten Proteinen, welches rasch aus den Lysoso-

men freigesetzt wird. Indessen gibt es eine Reihe von radiomarkierten Verbindungen, die
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die lysosomale Membran nicht ohne Weiteres passieren kénnen und als sogenannte residua-
lizing radiolabels iiber langere Zeit in den lysosomalen Vesikeln verbleiben. Dazu gehéren
auch Lysin-Chelator-Konjugate sowie Chelator-Konjugate mit N-terminalen Aminoséu-
ren. Sowohl fiir die Bildgebung als auch fiir die peptidvermittelte Radiorezeptortherapie
(PRRT) ist der lysosomale Einschluss der Peptide in der Zielzelle ein angestrebtes Ziel,
um die Verweildauer der Nuklide zu erhdhen. Allerdings ist dieser Effekt auch mafgeblich
fiir die hohe Nierenakkumulation der Substanzen verantwortlich. Eine weitere Ursache fiir
die erhohte Nierenretention von radiomarkierten Peptiden liegt in der Bindung an renale
Transportproteine und -rezeptoren, die in einer starken Anreicherung der Tracer in den Tu-
buluszellen resultiert. Einer dieser Rezeptoren ist der Megalin-Rezeptor, welcher in grofser
Anzahl in der apikalen Membran der proximalen Tubuluszellen exprimiert wird und eine
wichtige Rolle fiir die Reabsorption vieler Stoffe spielt. Megalin ist fiir die Aufnahme zahl-
reicher strukturell verschiedener Proteine, u.a. Albumin und Himoglobin, verantwortlich

und kann durch das Aminoglykosid Gentamicin inhibiert werden [94,95]

Bereits seit den 1970er-Jahren ist bekannt, dass die peptidvermittelte Inhibition bestimm-
ter Transportproteine durch die gleichzeitige Gabe von positiv geladenen Aminoséduren
kompetitierbar ist. Bis heute ist die Co-Administration einer hochkonzentrierten Mischung
aus Arginin und Lysin die Standardmethode zur Nephroprotektion bei der PRRT mit
Somatostatin-Analogal?961 Auch anionische Gelatinderivate, wie z.B. Gelafundin, eignen
sich fiir eine unspezifische Verdrangung der Radiotracers von den Transportproteinen und
fithren in vielen Féllen zu einer starken Reduktion der Nierenakkumulation peptidischer

Substanzen.

Mit dem Ziel, die Nierenretention von DOTA-(MC-FA-012)3 zu reduzieren, wurden
Versuche mit den Nephroprotektoren Arginin/Lysin, Gelafundin sowie dem Megalin-
Antagonisten Gentamicin durchgefithrt. Um den grundsétzlichen Einfluss der Substanzen
auf die Bindung von DOTA-(MC-FA-012)3 zu untersuchen, wurden zunéchst Zellversuche
an CHO-FAP und Caki-Zellen durchgefiihrt. Caki-1 und Caki-2 sind humane Nierenkarzi-
nomlinien, die Megalin in grofer Menge exprimieren. Abbildung 4.19 zeigt die Zellbindung
und Internalisierung des Trimers nach Inkubation mit CHO-FAP- und Caki-Zellen fiir 60
Minuten. Wahrend der Radiotracer mit hoher Affinitédt an die FAP-positiven Zellen bindet
(59 %ID), ist die Bindung an die Nierenkarzinomlinien mit unter 1 %ID vernachléssigbar

klein. DOTA-(MC-FA-012)3 scheint somit keine hohe Affinitdt zum Megalinrezeptor zu
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besitzen. Auch die gleichzeitige Inkubation des Trimers mit Arginin/Lysin, Gelafundin
oder Gentamicin hat keinen Einfluss auf die Bindung und Internalisierung des Tracers in
CHO-FAP-Zellen (Abb. 4.20), so dass kein negativer Einfluss der Kompetitoren auf die

Tumoranreicherung in vivo zu erwarten ist.
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Abbildung 4.19. Bindung und Internalisierung von DOTA-(MC-FA-012)3 an CHO-FAP-Zellen

sowie den Nierenkarzinomlinien Caki-1 und Caki-2 nach Inkubation fiir 60 Minuten; n=3.

A. 801 m CHOFAP [ Caki-1 EA Caki-2 701

60
60
50
a 40 40
2.

%ID

& < &
& Y'& \’5\0 & & &
<* & o > &
) & &
& * & &
& £ © &
~ () &
O
v.

Abbildung 4.20. Einfluss nephroprotektiver Substanzen auf die Zellbindung von DOTA-(MC-FA-
012)3 in vitro. A. Bindung des Trimers an CHO-FAP-Zellen sowie die Nierenkarzinomlinien Caki-1
und Caki-2 bei gleichzeitiger Inkubation mit unterschiedlichen Nephroprotektoren sowie Gentami-
cin nach Inkubation fiir 60 Minuten; n=3. B. Internalisierungsrate des Trimers in CHO-FAP-Zellen
bei gleichzeitiger Inkubation mit unterschiedlichen Nephroprotektoren sowie Gentamicin nach In-
kubation fiir 60 Minuten; n—3.

Um eine mogliche Nephroprotektion durch die Gabe von Arginin/Lysin oder Gelafundin
in tumortragenden Mausen zu untersuchen, wurden die Substanzen jeweils zehn Minuten
vor Tracergabe intraperitoneal verabreicht. Nach einer Stunde wurden die Tiere euthani-
siert, Blut und Organe entnommen und die Aktivitdt im Gamma-Counter bestimmt. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 4.21 zusammengefasst.
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Abbildung 4.21. Bioverteilung von DOTA-(MC-FA-012); in CT26-FAP-tumortragenden Nackt-
méiusen eine Stunde nach intravendser Injektion des Tracers. Zehn Minuten vor Gabe der radio-
aktiven Substanz wurden je 3 mg Arginin/Lysin bzw. 4 mg Gelafundin zur Nephroprotektion

intraperitoneal verabreicht; n=3.

Wie aus den Zellexperimenten zu erwarten war, zeigen beide Nephroprotektoren keinen
negativen Einfluss auf die Tumoranreicherung des Trimers. Allerdings konnte auch die
Tracerakkumulation in der Niere durch die Gabe der Kompetitoren nicht reduziert werden.
Dies kénnte an einer hohen Affinitdt von DOTA-(MC-FA-012)3 zu den entsprechenden
Transportproteinen in den Tubuluszellen liegen, was in einer kompetitiven Verdrangung der
eingesetzten Substanzen resultiert. Da eine Dosiserhdhung der Kompetitoren aufgrund von
zunehmenden Nebenwirkungen, wie starker Ubelkeit und Verschiebungen des Elektrolyt-
und insbesondere des Kaliumspiegels, nicht angeraten ist, eignen sich Arginin/Lysin und

Gelafundin nicht fiir eine ausreichende intratherapeutische Nephroprotektion.

Nachdem die Kompetition von DOTA-(MC-FA-012)5 durch Arginin/Lysin und Gelafundin
nicht erfolgreich war, wurde eine mdgliche Verdrangung durch Substanzen mit héherer Affi-
nitdt zum entsprechenden Transportprotein in den Tubuluszellen untersucht. Hierfiir wur-
den die FAP-unspezifischen Miniproteine MC-Myc-010 und DOTA-(MC-FA-0116)3 jeweils
15 Minuten vor Injektion des Radiotracers intraperitoneal in tumortragende Nacktméuse

verabreicht. Die Ergebnisse des Experimentes sind in Abbildung 4.22 zusammengefasst.

81



1907 mohne Kompetitor I
170 @@+ MC-Myc-010 I
1504 []+ DOTA-(MC-FA-0116)3

130+

110+
10.07

%ID/g

7.54

5.0

0.0- T -.q.ﬂ T

Abbildung 4.22. Bioverteilung von DOTA-(MC-FA-012); in CT26-FAP-tumortragenden Nackt-
méusen eine Stunde nach intravenoser Injektion des Tracers. 15 Minuten vor Gabe der radioaktiven
Substanz wurden 135 nmol MC-Myc-010 bzw. 8 nmol DOTA-(MC-FA-0116)5 zur Nephroprotek-
tion intraperitoneal verabreicht; n=3 mit Kompetitor, n—=1 ohne Kompetitor.

Beide Cyclotide haben keinen negativen Einfluss auf die Tumoranreicherung von DOTA-
(MC-FA-012)3, sind jedoch auch nicht in der Lage, die Nierenretention des Trimers signi-
fikant zu reduzieren. Da die verabreichte Menge der FAP-unspezifischen Cyclotide u.U.
zu gering war, um eine ausreichend starke Kompetition von DOTA-(MC-FA-012)3 in der
Niere zu erzielen, wurde ein weiteres Verdringungsexperiment durchgefiithrt. Dabei wurden
bis zu 400 pg DOTA-(MC-FA-0116)3 zeitgleich mit dem radiomarkierten FAP-spezifischen
Trimer verabreicht und die Verteilung des Liganden mittels Kleintier-PET analysiert. Wie
in Abbildung 4.23 dargestellt ist, kann auch mit einer deutlich hoheren Konzentration an
unspezifischem Kompetitor keine Reduktion der Nierenakkumulation von DOTA-(MC-FA-

012)3 erreicht werden.

Offenbar ist die erhohte Nierenretention von DOTA-(MC-FA-012)3 nicht auf die Bindung
an bestimmte Transporterproteine zuriickzufiihren, sondern hingt mit dem lysosomalen
Einschluss des Peptid-Chelator-Komplexes in den proximalen Tubuluszellen zusammen.
Dies wiirde bei einer Anwendung des Tracers in der Endoradiotherapie zu einer hohen

renalen Strahlenexposition, insbesondere der strahlensensitiven Glomeruli, fithren.
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Abbildung 4.23. MIP und SUV-Werte bis zu 140 Minuten nach intravenoser Injektion von DOTA-
(MC-FA-012)3 und 400 pg DOTA-(MC-FA-0116)5 in tumortragenden Nacktm#usen. Roter Pfeil:
CT26-FAP-Tumor.

Auch bei préatherapeutisch normaler Nierenfunktion kann sich nach mehreren PRRT-
Zyklen bei bis zu 5 % aller Patienten eine schwere Nierenfunktionsstérung entwickeln. Ist die
Nierenfunktion vor Beginn der Therapie schon vermindert, ist eine deutlich héhere Rate an-
zunehmen. Dies ist aus der Anwendung von mit Yttrium-90 radiomarkierten Somatostatin-
Analoga, wie z.B. DOTATOC, fiir die Endoradiotherapie bereits bekannt [97-99] " Aus diesem
Grund sollten im Hinblick auf einen therapeutischer Einsatz von DOTA-(MC-FA-012)3 im
Rahmen der PRRT weitere Experimente zur Reduktion der Nierenretention durchgefiihrt

werden.
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4.3 Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehungen von

MC-FA-012

Mit dem Ziel, die Affinitdt von MC-FA-012 zu seinem Zielprotein FAP zu erhéhen und die
Nierenakkumulation durch eine verdnderte Pharmakokinetik zu reduzieren, wurden durch
gezielte strukturelle Modifikation neun verschiedene Derivate hergestellt. Zum einen wurde
das urspriingliche Bindungsmotiv unverdndert in die alternativen Scaffolds SFTI, Min-23
und EETI-II transferiert (Molecular Grafting); zum anderen wurde das Bindungsmotiv
selbst minimal durch Addition, Subtraktion oder Austausch einer Aminosiure verindert.

Die Strukturen der synthetisierten Derivate sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst.

Bezeichnung Sequenz

MC-FA-012 GSGACPYSNWTPGRGPDCRRDSDCPGRCICRGNGYCG
SF-MCFA012-Y GRCTPYSNWTPGRGPDCYPD
SF-MCFA012-F GRCTPFSNWTPGRGPDCYPD
Min-MCFA012-F L-Nle-RCKQDSDCLAGSVCPFSNWTPGRGPDYCG
EETI-MCFA012 GCPYSNWTPGRGPDCKQDSDCLAGCVCGPNGFC
MC-FA-012-NH; GSGACPYSNWTPGRGPDCRRDSDCPGRCICRGNGYCG-NH,
MC-FA-012-G GSGACPYSNWTPGRGPDCRRDSDCPGRCICRGNGYCGG
MC-FA-012-D GSGACPYSNWTPGRGPDCRRDSDCPGRCICRGNGYCD
MC-FA-012-C GSGACPYSNWTPGRGPDCRRDSDCPGRCICRGNGYC
MC-FA-012-F7 GSGACPFSNWTPGRGPDCRRDSDCPGRCICRGNGYCG

Tabelle 4.3. Ubersicht der MC-FA-012-Derivate. Das urspriingliche FAP-spezifische Bindemotiv
und die vorgenommenen Modifikationen sind in Fettschrift hervorgehoben.

Die synthetisierten MC-FA-012-Derivate wurden mit lod-125 radiomarkiert und im Zell-
bindungsassay hinsichtlich ihrer Bindung an CHO-FAP-Zellen untersucht. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 4.3 dargestellt. Im Gegensatz zur Ausgangsverbindung MC-FA-012) die
eine Zellbindung von 5 bis 9 %ID nach 60 Minuten zeigt, besitzen die Derivate eine sehr
geringe Affinitdt zum Zielprotein. Obwohl die FAP-Bindesequenz identisch ist, nimmt die
Zellbindung bei Integration in ein alternatives Peptidgeriist erheblich ab. Dies gilt so-
wohl fiir die kleineren, sterisch weniger anspruchsvollen Scaffolds SFTI und Min-23, als

auch fiir das strukturell stark mit MCoTI-1I verwandte Cyclotid EETI-II. Der Einbau der
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FAP-spezifischen Peptidsequenz in das EETI-Geriist resultiert dabei in einem nahezu voll-
standigen Bindungsverlust (0,3 % ID). Dariiber hinaus toleriert auch die FAP-Bindesequenz
keine strukturellen Modifikationen; selbst eine minimale Verénderung des FAP-spezifischen
Abschnittes resultiert in einem starken Bindungsverlust. So fiihrt allein die Deletion der
neutralen Aminoséure Glycin am C-Terminus zu einer Reduktion der Bindung auf 0,9 % ID
(MC-FA-012-C). Auch die Substitution der aromatischen Aminosdure Tyrosin durch die
strukturell sehr &hnliche Aminosdure Phenylalanin innerhalb der Bindesequenz fiihrt zu ei-
nem massiven Einbruch der FAP-Bindung auf 1,5 % (MC-FA-012-F7). Eine wichtige Rolle
fiir die optimale Target-Bindung des Peptids spielt offensichtlich auch die freie Saurefunkti-
on am C-Terminus. Wird diese durch eine Amidfunktion ersetzt, fiihrt dies zu einer deutlich

verminderten Bindung von 1,0% ID (MC-FA-012-NHs).
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Abbildung 4.24. Bindung der MC-FA-012-Derivate an CHO-FAP-Zellen nach Inkubation fiir
zehn und 60 Minuten bei 37 °C; n=3.
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Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass eine Strukturvariation des FAP-Liganden MC-FA-
012 ohne erhebliche Bindungsverluste nicht ohne Weiteres méglich ist. Sowohl das Scaffold
als auch die FAP-spezifische Bindesequenz sind fiir eine ausreichend hohe Zielproteinbin-
dung verantwortlich. Dariiberhinaus sind bestimmte funktionelle Gruppen innerhalb der
FAP-Bindesequenz essentiell fiir die Affinitat zum Target-Protein. Dazu gehort die freie
Sauregruppe am C-Terminus des Molekiils sowie ein unsubstituierter Aromat an siebter
Position des Peptids. Selbst eine minimale Verdnderung der Konformation des Molekiils

resultiert in einem nahezu vollsténdigen Bindungsverlust.
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4.4 Entwicklung neuer FAP-Liganden durch chemische
Modifikation eines FAP-Enzyminhibitors

4.4.1 In vitro-Charakterisierung der Leitstrukturen FAPI-01 und -02

Ausgehend von einem hochaffinen, FAP-spezifischen Enzyminhibitor wurde durch gezielte
chemische Modifikation der FAP-Ligand FAPI-01 synthetisiert, radioiodiert und im Hin-
blick auf Affinitdt und Spezifitdt zum Zielprotein im Zellbindungsassay charakterisiert.
Abbildung 4.25 A zeigt die Bindung der Substanz an unterschiedlichen Zelllinien nach
Inkubation fiir 60 Minuten bei 37 °C.

Wiéhrend FAPI-01 mit hoher Affinitit an humanes FAP bindet (24,3 + 0,86 %), ist keine
wesentliche Bindung an humanes CD26 erkennbar (0,05 + 0,01 %). Auch die Bindung an
die FAP-negativen Tumorzelllinien BxPC3, Capan-2, MCF-7 und SK-LMS-1 ist vernach-
lassigbar klein. Besonders hervorzuheben ist die hohe Internalisierungsrate der Substanz
in HT-1080-FAP-Zellen. Bereits zehn Minuten nach Inkubation befinden sich 93 % der ge-
samten Aktivitit innerhalb der Zelle (Abb. 4.25 C). Dies ist fiir die Entwicklung eines
Radiotracers von grofem Vorteil, da eine schnelle und effiziente Aufnahme in die Zielzelle
bei gleichzeitig geringer unspezifischer Bindung zu einer schnellen Tumoranreicherung und
einem geringen Hintergrund fiihrt. Dies resultiert in einem optimalen Bildkontrast, der
eine zuverldssige Diagnostik erleichtert und die Strahlenbelastung von gesundem Gewebe
minimiert. Auch im Hinblick auf eine mégliche Therapie ist die hohe Internalisierungsrate
ein wichtiger Faktor und erlaubt einen schnellen Transport des Therapeutikums in das
Zielgewebe, wobei unerwiinschte Nebenwirkungen durch eine geringe Bindung an gesundes

Gewebe reduziert werden.

Wie in Abbildung 4.25 C dargestellt ist, nimmt die Zellbindung von FAPI-01 bei 37°C
im Verlauf von 24 Stunden kontinuierlich ab. Diese Beobachtung ist auf eine enzymatische
Deiodierung des Molekiils bei physiologischer Temperatur zuriickzufiihren, welche bei ra-
dioiodierten Verbindungen haufig auftritt. Die Inkubation des Tracers bei 4°C resultiert
in einer deutlichen Erh6hung der gemessenen Aktivitdt, die im Verlauf der Zeit weiter

ansteigt.
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Abbildung 4.25. In vitro-Charakterisierung von FAPI-01 und -02. A. Bindung von FAPI-01
und -02 an verschiedene Zelllinien nach Inkubation fiir 60 Minuten bei 37 °C. B. Kompetition der
Bindung von radiomarkiertem FAPI-01 und -02 durch steigende Konzentrationen an unmarkierter
Substanz an HT-1080-FAP-Zellen. C, D. Internalisierung von FAPI-01 und -02 in HT-1080-FAP-
Zellen nach Inkubation fiir zehn Minuten bis 24 Stunden bei 4 und 37°C; E, F. Zeitabhingige
Retention und Efflux von FAPI-01 und -02 aus FAP-positiven HT-1080-Zellen nach Inkubation fiir

60 Minuten bei 37 °C; n=3 fiir alle Experimente.
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Aus diesem Grund wurde das Tod-freie Derivat FAPI-02 entwickelt, bei dem die FAP-affine
Chinolin-Grundstruktur mit dem Chelator DOTA fusioniert wurde. Dies ermdglicht die
Beladung mit unterschiedlichen Radionukliden und erlaubt je nach Auswahl der Nuklide
einen Finsatz als Diagnostikum oder Therapeutikum. Analog zu FAPI-01 besitzt FAPI-
02 eine hohe Affinitdt zu humanem und murinem FAP, bindet jedoch nicht an humanes
CD26 oder FAP-negative Tumorzelllinien (Abb. 4.25 A). Aus Kompetitionsexperimenten
mit steigenden Konzentrationen an unmarkiertem Ligand ldsst sich ein 1Cso-Wert von 39,4

nM fiir FAPI-01 und 21,0 nM fiir FAPI-02 errechnen (Abb. 4.25 B).

FAPI-02 zeigt eine hohe Internalisierungsrate von 88 % nach zehn Minuten und verbleibt
deutlich ldnger in der Zelle als FAPI-01 (Abb. 4.25 D). So sind nach Inkubation fiir 24
Stunden noch 72 % der nach zehn Minuten gemessenen Aktivitit nachweisbar. Die langsa-
mere Elimination von FAPI-02 aus der Zielzelle wird auch in Efflux-Experimenten deutlich
sichtbar. Abbildung 4.25 E zeigt die Abnahme der Aktivitdt beider Liganden im Verlauf
von 24 Stunden. Wihrend FAPI-01 nach 24 Stunden bereits nahezu vollstdndig aus der
Zelle eliminiert wurde (0,25 + 0,02%), sind noch 12% der urspriinglichen Aktivitdt von
FAPI-02 detektierbar.

HT-1080-FAP HEK-muFAP HEK-CD26

+ FAPI-02

- FAPI-02 —2owm - FAPI-02 —2owm - FAPI-02

Abbildung 4.26. Internalisierung von FAPI-02 in HT-1080-FAP-, HEK-muFAP und HEK-CD26-
Zellen nach Inkubation fiir 120 Minuten bei 37°C. Blau: DAPI, griin: FAPI-02-Atto488.
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Die nahezu vollstindige Internalisierung von FAPI-02 in FAP-exprimierenden Zellen konnte
mittels Fluoreszenzmikroskopie bestétigt werden. Hierflir wurden FAP-positive sowie FAP-
negative Zellen zwei Stunden mit dem fluoreszenzmarkierten Derivat FAPI-02-Atto488
inkubiert, anschlieffend fixiert und mit einem Laser-Scanning-Mikroskop betrachtet. Wie
in Abbildung 4.26 zu sehen ist, internalisiert die Substanz nahezu vollstdndig in Zellen,
die humanes oder murines FAP exprimieren. In FAP-negativen CD26-Zellen ist hingegen

keine Aufnahme des Tracers erkennbar.

4.4.2 Charakterisierung von FAPI-02 in tumortragenden Nacktméiusen
Bildgebungsstudien mit FAPI-02

Zur Charakterisierung der Pharmakokinetik von FAPI-02 wurde die Substanz mit Gallium-
68 radiomarkiert und die Organverteilung mittels Kleintier-PET in tumortragenden Nackt-
méusen untersucht. Da die Tumoranreicherung des FAP-spezifischen Liganden stark von
der Expression des Zielproteins in der Mikroumgebung des Tumors abhéngt, wurden fiir
eine moglichst aussagekriftige Beurteilung des Tracers unterschiedliche Tumormodelle ge-
wihlt. Beim HT-1080-FAP-Tumormodell handelt es sich um eine humane Fibrosarkomlinie,
die mit humanem FAP transfiziert wurde und das Zielprotein in hoher Menge exprimiert.
Im Gegensatz dazu zeigt die humane Glioblastomlinie US7TMG selbst nur eine sehr ge-
ringe FAP-Expression. Bei den Linien Capan-2 und BxPC3 handelt es sich um humane

Pankreaskarzinomlinien, die das Zielprotein nicht exprimieren.

Abbildung 4.27 zeigt die Maximumintensitétsprojektionen sowie die ermittelten durch-
schnittlichen SUV-Werte bis zu 140 Minuten nach intravendser Gabe des Tracers in un-
terschiedlichen Tumormodellen. Bereits nach 20 Minuten ist im FAP-positiven HT-1080-
Tumor eine starke Anreicherung des Radiotracers zu sehen, die im weiteren Zeitverlauf
stetig zunimmt (SUV 0,51 nach einer Stunde). Ahnlich verhilt es sich im US7MG-Modell,
bei dem eine kontinuierliche Tumoraufnahme des Tracers mit einem mittleren SUV-Wert
von (0,67 nach einer Stunde zu beobachten ist. Auch im FAP-negativen Capan-2-Tumor
erfolgt eine rasche Traceranreicherung, die ihr Maximum jedoch nach 15 Minuten erreicht
(SUV 0,46) und anschliefend leicht abnimmt (SUV 0,38 nach einer Stunde). Eine andere
Pharmakokinetik ist im BxPC3-Modell zu sehen. Hier erfolgt eine schnelle Tumoranreiche-
rung mit einem durchschnittlichen SUV-Wert von 0,34 nach zwei Minuten, die im weiteren

Zeitverlauf kontinuierlich abnimmt (SUV 0,16 nach einer Stunde).
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Abbildung 4.27. Maximumintensititsprojektionen und SUV-Werte nach intraventser Gabe von
58Ga-FAPI-02 und Analyse mittels Kleintier-PET. Es wurden die FAP-positiven Tumorlinien HT-
1080-FAP und U87MG, sowie die FAP-negativen Tumorlinien Capan-2 und BxPC3 verwendet;

n=1. Der Tumor ist mit einem roten Pfeil gekennzeichnet.

Generell wurden in allen vier Tumormodellen nur sehr geringe Aktivitéten in den Organen
gemessen. Die Ausscheidung von FAPI-02 aus dem Organismus erfolgt sehr schnell und pri-
mér renal. Dabei ist die gemessene Aktivitit in der Niere innerhalb der ersten zehn Minuten
nach Injektion am héchsten und nimmt im weiteren Zeitverlauf stark ab. So zeigt sich in
HT-1080-FAP xenotransplantierten M&usen die hochste Nierenaktivitat bereits nach zwei
Minuten (SUV 4,4) und betridgt nach 12 Minuten nur noch etwa ein Fiinftel (SUV 0,9).
Nach einer Stunde ist nahezu keine renale Aktivitdt mehr nachweisbar (SUV 0,3). Gleich-
zeitig nimmt die gemessene Aktivitdt in der Blase kontinuierlich zu. Diese Beobachtungen
deuten darauf hin, dass das stark hydrophile Molekiil nach rascher glomeruldrer Filtration
im Tubulus kaum riickresorbiert wird. Die schnelle Clearance aus dem Blut lasst darauf
schlieffen, dass FAPI-02 eine sehr geringe Bindung an Plasmaproteine, wie z.B. Albumin,

besitzt. Eine weitere Ursache fiir die schnelle renale Elimination koénnte in einer aktiven
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tubuldren Sekretion des Tracers liegen, dhnlich wie es z.B. bei der Elimination von Peni-

cillinen der Fall ist[19%191 Die SUV-Werte fiir alle vier Tumormodelle sind im Anhang in

den Tabellen 5.24, 5.25, 5.26 und 5.27 aufgefiihrt.
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Abbildung 4.28. Maximumintensitétsprojektionen und SUV-Werte nach intravenoser Injektion
von %8 Ga-FAPI-02 in HT-1080-FAP-tumortragenden Miusen mit und ohne gleichzeitiger Injektion
von unmarkierter Substanz als Kompetitor; n—=1.

Um die Bindungssperzifitat von FAPI-02 zu seinem Zielprotein in wivo zu untersuchen,
wurde der radiomarkierte Tracer gleichzeitig mit 30 nmol des unmarkierten Liganden ver-
abreicht, wodurch die spezifische Aktivitat des Tracers von 80 nmol/GBq auf 2,5 nmol/GBq
reduziert wurde. Wie in Abbildung 4.28 zu sehen ist, fithrt die simultane Gabe des unmar-
kierten Liganden zu einer kompetitiven Verdrdngung des Radiotracers und damit zu einer
deutlichen Reduktion der Tumoranreicherung. Im Gegensatz dazu sind die gemessenen
Aktivitdten in anderen Organen, wie dem Herzen oder der Niere, unverdndert. Diese Be-
obachtung zeigt, dass die Tumoranreicherung von FAPI-02 auf eine spezifische Bindung an
FAP zuriickzufiihren ist und verdeutlicht, dass eine ausreichend hohe spezifische Aktivitét

des Radiotracers entscheidend fiir eine substantielle Tumoranreicherung ist.
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Bioverteilung von FAPI-02 in tumortragenden Nacktmiusen

Zur quantitativen Beurteilung der Bioverteilung in vivo wurde FAPI-02 mit Lutetium-
177 radiomarkiert und in tumortragenden Nacktmausen untersucht. Hierzu wurden die
zu untersuchenden Organe jeweils eine, vier und 24 Stunden nach Injektion des Tracers
entnommen und die Aktivitdten im Gammacounter bestimmt. Analog den Bildgebungs-
studien wurde die FAP-positive Tumorlinie HT-1080-FAP sowie die FAP-negativen Linien
U87MG und Capan-2 verwendet.

Entsprechend den Ergebnissen aus der Bildgebung ist bereits eine Stunde nach Injektion
des Tracers eine signifikante Tumoranreicherung in allen drei Tumormodellen erkennbar
(Abb. 4.29). Dabei ist die gemessene Aktivitdt im USTMG-Modell mit 8,52 + 2,05 %ID
etwa doppelt so hoch wie im HT-1080-FAP- bzw. Capan-2-Modell (4,51 + 0,82 bzw. 3,82
+ 0,39 %ID). In allen drei Modellen nimmt die gemessene Tumoraktivitdt im Verlauf von
24 Stunden deutlich ab, wobei der geringste Efflux im HT-1080-FAP-Modell zu beobach-
ten ist. Hier sind nach 24 Stunden noch 25 % der Aktivitdt nach einer Stunde vorhanden.
Im Gegensatz dazu kénnen in den Tumormodellen mit der geringeren FAP-Expression nur
noch 0,1 % der urspriinglichen Aktivitit nachgewiesen werden. Erneut sind die gemessenen
Aktivitdten im Blut sowie in allen untersuchten Organen in allen Tumormodellen duferst
gering. Die Anreicherungswerte sind im Anhang in den Tabellen 5.32, 5.33 und 5.34 ange-
geben.

Die Ergebnisse aus den Tierstudien zeigen, dass FAPI-02 nach intravendser Injektion be-
reits nach wenigen Minuten in FAP-positive Tumore aufgenommen und im Verlauf der
ersten Stunde kontinuierlich angereichert wird. Dabei erfolgt die Bindung FAP-spezifisch
und l8sst sich durch eine Erh6hung der Precursormenge vollstdndig kompetitieren. Der Ra-
diotracer zeigt eine sehr geringe Verteilung in allen untersuchten Organen und wird rasch
aus dem Organismus eliminiert, wobei die Ausscheidung primér renal erfolgt. FAPI-02 ak-
kumuliert nicht nur in Tumoren, die humanes FAP exprimieren, sondern zeigt auch eine
starke Anreicherung in urspriinglich FAP-negativen Xenotransplantaten. Dies ist auf eine
Bindung des Liganden an murines FAP zuriickzufiihren, welches durch die Rekrutierung
und Aktivierung der mauseigenen CAFs im Tumorstroma vorhanden ist. Da die Menge des
murinen Proteins in den jeweiligen Tumormodellen deutlich geringer ist als die Anzahl der
humanen FAP-Molekiile in der HT-1080-Transfektante, ist auch die Tumoranreicherung

des FAP-spezifischen Radiotracers entsprechend schwécher.
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Abbildung 4.29. Bioverteilung von FAPI-02 in HT-1080-FAP-, U87MG- und Capan-2-

tumortragenden Mausen eine, vier und 24 Stunden nach Injektion des Tracers; n=3.
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Dieser Zusammenhang ist fiir alle zielgerichteten Molekiile von Bedeutung, deren Anwen-
dung nur zielfithrend ist, wenn das adressierte Protein in ausreichend hoher Konzentration
vorhanden ist. Demgeméfs eignet sich das Capan-2-Tumormodell deutlich besser fiir die
Reflexion der klinischen Situation als die gentechnisch modifizierte Zelllinie HT-1080-FAP,

die sich durch eine artifiziell hohe Proteinexpression auszeichnet.

Der Vorteil von FAPI-02 besteht darin, dass es als theranostische Verbindung sowohl als
Diagnostikum als auch als Therapeutikum einsetzbar ist. Dies ermdoglicht eine einfache
Stratifizierung des Patientenkollektivs, flir das eine zielgerichtete therapeutische Behand-
lung sinnvoll ist. Damit ist FAPI-02 ideal fiir die Kombination mit diagnostisch verwen-
deten Radionukliden, wie Gallium-68 oder Indium-111 geeignet. Im Hinblick auf einen
potentiellen Einsatz als Therapeutikum stellt der verhaltnisméfkig schnelle Efflux der Sub-
stanz aus dem Tumor einen limitierenden Faktor dar. Um eine effektive Strahlendosis zu

gewdhrleisten, sollte die Verweildauer im Tumor folglich deutlich verlangert werden.

Uberraschend an den Ergebnissen der Bioverteilungsstudie ist die héhere Tumoranreiche-
rung von FAPI-02 in U887MG-transplantierten Mausen im Vergleich zu HT-1080-FAP-
Tieren. So sind eine Stunde nach Tracerinjektion bereits 8,52 + 2,05%ID/g im Tumor
nachweisbar, wihrend es im HT-1080-FAP-Tumor lediglich 4,51 + 0,82 %ID/g sind. Auch
nach vier Stunden ist im U87MG-Tumor eine hdhere Aktivitdt von 5,38 + 0,35 %ID/g
messbar (HT-1080-FAP 4,00 + 0,56 %ID/g). Wahrend die HT-1080-FAP-Transfektante das
Zielprotein in grofer Menge ausbildet, weisen USTMG-Zellen per se nur eine sehr geringe
FAP-Expression auf, so dass in diesem Modell eine deutlich schwéchere Anreicherung von
FAPI-02 zu erwarten wire. Die gleichwohl hohere Traceraufnahme im US7TMG-Tumor muss
demnach mit einer vermehrten Rekrutierung von murinen Zellen, die endogenes FAP expri-
mieren, zusammenhingen. Ahnliche Beobachtungen wurden in vorangegangenen Arbeiten
mehrfach beschrieben. So konnte in U87- sowie U138-xenotransplantierten Mausen eine er-
héhte endogene FAP-Expression gezeigt werden 92, Auch in Gewebeproben aus humanen
Glioblastomen wurde die grundsitzliche Prisenz mesenchymaler Zellen, die charakteris-
tische CAF-Marker aufweisen, nachgewiesen[103]. Busek et al. zeigten ferner eine erhéhte
FAP-Expression in hochgradigen Glioblastomen, v.a. in mesenchymalen Subtypen. Dabei
wurde das Membranprotein sowohl in den Tumor- als auch in den Stromazellen nachge-
wiesen, wobei letztere hiufig um dysplastische Blutgeféife herum angeordnet waren und

mesenchymale Marker exprimierten.
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Interessanterweise war in niedriggradigen Hirntumoren keine FAP-Expression zu erkennen,
so dass das Protein als Marker fiir hochgradige Glioblastome angesehen werden kann.
Demzufolge konnte FAPI-02 fiir die Differenzierung der verschiedenen Stadien humaner
Glioblastome eingesetzt werden und als spezifischer Tracer fiir die aggressivste Form der

Hirntumoren Bedeutung finden.

4.4.3 In vitro-Charakterisierung der FAPI-Derivate FAPI-03 bis -15

Mit dem Ziel, die Tumorretentionszeit des Tracers fiir einen méglichen Einsatz als Endora-
diotherapeutikum zu erh6hen, wurde durch gezielte chemische Modifikation eine Reihe von
FAPI-Derivaten entwickelt. Dabei wurde insbesondere der Linker zwischen DOTA und der
FAP-affinen Chinolinstruktur variiert. Zusétzlich wurden Derivate hergestellt, bei denen
zwei Wasserstoff-Atome des Pyrrolidin-Rings durch Fluor-Atome substituiert wurden. Da-
durch wird die Lipophilie der resultierenden Verbindungen erh&ht, was zu einer langeren
Verweilzeit in den Zielzellen fiihren soll. Zudem wurde eines der FAPI-Derivate, FAPI-10,
an eine sogenannte NLS-Sequenz (Nuclear Localization Signal) gekoppelt. Dabei handelt
es sich um das Signalpeptid des Protoonkogens c-myc, welches den gezielten Transport des
Proteins in den Zellkern ermoglicht. Diese Strategie beruht auf der Idee, dass FAPI-10 nach
erfolgter FAP-vermittelter Internalisierung in die Zielzelle durch die Kernlokalisierungsse-
quenz in den Zellkern transportiert wird und so deutlich ldnger im Zellinneren verbleibt.

Eine Ubersicht der hergestellten Derivate ist in Tabelle 4.4 gegeben.

Zur Charakterisierung der Bindungs- und Internalisierungseigenschaften der FAPI-Derivate
FAPI-03 bis -15 wurden die Verbindungen mit Lutetium-177 markiert und im Zellbindungs-
assay auf HT-1080-FAP-Zellen untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.30 zusam-
mengefasst. Dargestellt ist jeweils die prozentuale Bindung und Internalisierung relativ zur

Leitstruktur FAPI-02.

Alle Tracer zeigen eine nahezu vollstindige Internalisierung mit Werten iiber 90 %. Auf-
grund der geringen Gesamtbindung nach 24 Stunden wurden die Derivate FAPI-06, -07,
-08 und -09 von der weitergehenden Charakterisierung ausgeschlossen. Obwohl FAPI-03,
-11 und -12 nach 24 Stunden eine héhere Zellbindung zeigten als FAPI-02, wurden die Ver-
bindungen aufgrund ihrer unzureichenden Bindung nach einer und vier Stunden ebenfalls

verworfen.
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Tabelle 4.4. Ubersicht der FAPI-Derivate -02 bis -15
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Abbildung 4.30. Relative Bindung und Internalisierung der Derivate FAPI-03 bis -15 an HT-
1080-FAP-Zellen im Vergleich zu FAPI-02 nach Inkubation fiir eine, vier und 24 Stunden bei 37°C.
Int: internalisierter Anteil; Ext: extrazellular gebundene Fraktion; n=3.
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Zur Charakterisierung der Bindungsspezifitdt zum Zielprotein wurden die verbleibenden
Derivate im Bindungsassay an murinem FAP und CD26 untersucht (Abb. 4.31). Hierbei
zeigten alle untersuchten Derivate mit 18 bis 31 %ID eine starke Bindung an murines FAP
und eine sehr geringe Affinitat zu CD26. Mit einem Bindungswert von 0,04 % hatte FAPI-
04 die geringste CD26-Bindung und damit die héchste Spezifitdt zum Zielprotein. Dieses
Ergebnis wurde in einem Kompetitionsexperiment bestitigt, in dem FAPI-04 mit einem
[C50-Wert von 6,5 nM eine deutlich hohere FAP-Spezifitéit zeigte als FAPI-02 (Abb. 4.32
A). Ahnliche Werte erzielten auch FAPI-13 (4,5 nM) und FAPI-15 (9,1 nM).

Weiterhin wurden die FAPI-Derivate beziiglich ihrer Verweildauer in FAP-positiven Zel-
len untersucht. Wie in Abbildung 4.32 B zu sehen ist, werden FAPI-04 und -05 mit einer
effektiven Halbwertszeit von 3,0 bzw. 2,8 Stunden deutlich langsamer aus den Zellen aus-
geschieden als FAPI-02 (1,7 Stunden). Auch die FAPI-Derivate -13, -14 und -15 verbleiben
deutlich ldnger in den Zellen; aufgrund der nahezu linearen Eliminationskinetik in den ers-
ten 24 Stunden kann fiir diese Verbindungen allerdings keine aussagekriftige Halbwertszeit

berechnet werden.
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30 B FAPI-10
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Abbildung 4.31. Bindung ausgewihlter FAPI-Derivative an HEK-muFAP- und HEK-CD26-
Zellen nach Inkubation fiir eine Stunde bei 37 °C; n=3.
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Abbildung 4.32. A. Kompetition ausgewéhlter FAPI-Derivative durch Zugabe steigender Kon-
zentrationen an unmarkierter Substanz; Inkubation auf HT-1080-Zellen fiir eine Stunde bei 37 °C.
B. Zeitabhingiger Efflux der FAPI-Derivate aus FAP-positiven HT-1080-Zellen nach Inkubation
flir 60 Minuten bei 37 °C; n=3 fiir alle Experimente.

4.4.4 In vivo-Charakterisierung von FAPI-03 bis -15
Bioverteilung ausgewihlter FAPI-Derivate in tumortragenden Nacktmiusen

Aufgrund ihrer vorteilhaften Bindungseigenschaften in wvitro wurden die FAPI-Derivate
-04, -05, -10, -13 und -15 zur Charakterisierung der Pharmakokinetik in tumortragenden
Nacktmausen untersucht. Die Ergebnisse der Bioverteilungsstudie sind in Abbildung 4.33
zusammengefasst. Bereits nach einer Stunde ist fiir alle FAP-Liganden eine hohe Tumor-
aufnahme bei geringer Aktivitat in allen untersuchten Organen zu erkennen, was in einem
giinstigen Tumor-Gewebe-Verhiltnis resultiert (siche Anhang Abb. 5.1). Im Gegensatz zu

FAPI-02 ist die gemessene Tumoraktivitdt bei den meisten Derivaten nach vier Stunden
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héher als nach einer Stunde, was fiir eine langsamere Ausscheidung der Tracer aus dem
Tumorgewebe spricht. Betrachtet man die Tumoraufnahme der Verbindungen im direkten
Vergleich, so sind nach einer Stunde keine signifikanten Unterschiede zu erkennen (Abb.
4.34). Zu spateren Zeitwerten jedoch zeigen insbesondere die Derivate FAPI-04, -05 und
-13 einen deutlich héheren Tumor-Uptake als ihre Leitstruktur. Nach 24 Stunden kénnen
im Falle von FAPI-04 und -13 noch 61 % bzw. 76 % der gemessenen Aktivitat nach einer
Stunde nachgewiesen werden, wiahrend bei FAPI-02 lediglich knapp 25 % der urspriinglich

gemessenen Aktivitdt detektierbar sind.

Um einen Vergleich der gesamten Tumoraktivitit im Verlauf von 24 Stunden zu ermdg-
lichen, wurde analog der Bestimmung der Bioverfligbarkeit die Fliche unter der Kurve
(Area Under Curve, AUC) fiir die einzelnen FAPI-Derivate errechnet. Wie Tabelle 4.5 zu
entnehmen ist, ergeben sich fiir alle Derivate héhere AUC-Werte als fiir FAPI-02, wobei
die grofhte Differenz bei FAPI-05 und -13 zu sehen ist. Die gemessenen Aktivitdten im
Blut sowie in den Organen sind bei allen Derivaten zu allen Zeitpunkten minimal. Eine
Ausnahme stellt die Verbindung FAPI-10 dar, fiir welche bereits nach einer Stunde eine
stark erhthte Nierenaktivitdt zu beobachten ist (10,46 + 1,50 %ID/g), die auch im Verlauf
von 24 Stunden nur geringfiigig abnimmt (6,70 + 0,65 %ID/g). Diese Beobachtung ist auf
eine erhohte Nierenretention des Tracers aufgrund der peptidischen Kernlokalisierungs-
sequenz zuriickzufithren. Dabei bedingt die Lysin-reiche Signalsequenz vermutlich einen
lysosomalen Einschluss des Tracers in den proximalen Tubuluszellen der Niere, was die

renale Ausscheidung des Tracers erschwert (siehe Abschnitt 4.2.4).

Derivat AUC
FAPI-02 64,0
FAPI-04 99,4
FAPI-05 103,3
FAPI-10 49,3
FAPI-13 157,5
FAPI-15 68,0

Tabelle 4.5. AUC-Werte ausgewéhlter FAPI-Derivate
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Abbildung 4.33. A-C. Bioverteilung ausgewéhlter FAPI-Derivate in HT-1080-FAP-

tumortragenden Mausen nach einer, vier und 24 Stunden; n=3.
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Abbildung 4.34. Tumoranreicherung der untersuchten FAPI-Derivate nach einer, vier und 24
Stunden in HT-1080-FAP-tumortragenden M&usen; n=3.

Bildgebungsstudien mit ausgewihlten FAPI-Derivaten

Aufgrund der hohen Tumoranreicherung von FAPI-04, -13 und -15 in den Bioverteilungs-
studien wurden die Substanzen im Hinblick auf eine mogliche Anwendung als Radiotracer
im Kleintier-PET untersucht. Abbildung 4.35 zeigt die Verteilung von ®Ga-FAPI-04 bis
zu 140 Minuten nach Tracerinjektion in tumortragenden Nacktm&usen. Hierbei wurde so-
wohl das FAP-positive Tumormodell HT-1080-FAP, als auch das FAP-negative Modell
SK-LMS-1 verwendet. In beiden Féllen ist eine rasche Akkumulation von FAPI-04 im Tu-
mor zu erkennen, die bis zu 140 Minuten nach Injektion konstant bleibt. Dabei wird die
Substanz schnell aus dem Blut aufgenommen, was in einem hohen Bildkontrast resultiert.

Die renale Elimination des Tracers erfolgt ebenfalls rasch und kontinuierlich.

Abbildung 4.36 zeigt die Bioverteilung von ®Ga-FAPI-13 und -15 in HT-1080-FAP-tumor-
tragenden Tieren. Die Tumoranreicherung beider Substanzen ist deutlich geringer und die
gemessene Aktivitit in Leber und Muskel geringfiigig hoher als im Falle von FAPI-04, was
in einem schlechteren Bildkontrast resultiert. FAPI-15 zeigt nach einer Stunde zudem eine
deutlich hohere Nierenretention als die iibrigen Derivate (Abb. 4.37). Dies ist durch den
Triethylenglykol-Spacer zu erkliren, der anstelle der 1,3-Propyleinheit im Molekiil eingefiigt
wurde. Die Konjugation von biopharmazeutischen Molekiilen mit Polyethylenglykol-Ketten
(PEGylierung) ist eine géngige Methode um die pharmakokinetischen Eigenschaften dieser

Wirkstoffe zu beeinflussen.
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Dadurch wird das Molekiil z.B. vor enzymatischem Abbau geschiitzt, was in einer Verlén-
gerung der biologischen Halbwertszeit resultiert. Allerdings fiihrt die PEGylierung oftmals
auch zu einer deutlichen Reduktion der glomeruldren Filtration, was eine erhohte Akku-

mulation der Substanz in der Niere zur Folge hat!'04,
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Abbildung 4.35. Maximumintensititsprojektionen und SUV-Werte nach intraventser Gabe von
68Ga-FAPI-04 und Analyse mittels Kleintier-PET; n—=1. Es wurden die FAP-positive Tumorlinie
HT-1080-FAP sowie die FAP-negative Tumorlinie SK-LMS-1 verwendet. Der Tumor ist mit einem
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Abbildung 4.36. Maximumintensititsprojektionen und SUV-Werte nach intraventser Gabe von
%8Ga-FAPI-13 und -15 in HT-1080-FAP-tumortragende Nacktmé#use; n=1. Der Tumor ist mit einem
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Abbildung 4.37. SUV-Werte nach intravendser Gabe von %®Ga-FAPI-02, -04, -13 und -15 in
HT-1080-FAP-tumortragenden Nacktméusen; n=1.

4.4.5 Klinische Evaluierung von FAPI-02 und -04

Aufgrund der vielversprechenden Daten aus den Tierversuchen wurden die mit Gallium-
68 markierten Derivate FAPI-02 und FAPI-04 in ersten klinischen Bildgebungsstudien an
Patienten mit diversen Tumorentitdten untersucht. Um eine ausreichend hohe Stabilitét
der Tracer zu gewidhrleisten, wurde vor dem ersten klinischen Einsatz der Substanzen eine
Stabilitatsanalyse in humanem Serum durchgefiihrt. Dabei konnte auch nach Inkubation

fiir 24 Stunden keine Zersetzung der Radiotracer beobachtet werden (Abb. 4.38).
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Abbildung 4.38. HPLC-Analyse der Stabilitdt von radiomarkiertem FAPI-02 und -04 in huma-
nem Serum nach Inkubation fiir zehn Minuten bis 24 Stunden.

Die Anwendung der Radiotracer erfolgte geméf §13.2 des deutschen Arzneimittelgeset-
zes (Anwendung radioaktiver Stoffe zu medizinischen Zwecken). Alle Patienten hatten vor

Einschluss in die Untersuchung bereits eine klinisch etablierte antitumorale Behandlung
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erhalten, die die weitere Tumorprogression oder -metastasierung jedoch nicht verhindern
konnte. Hierzu zdhlen neben der konventionellen Chemotherapie auch die lokale Strahlen-
therapie sowie die Behandlung mit ggf. vorhandenen zielgerichteten Therapeutika (z.B.
Tyrosinkinaseinhibitoren). Weiterhin wurden zunéchst nur Patienten mit stromareichen
Tumorarten untersucht, welche das Zielprotein mit hoher Wahrscheinlichkeit exprimieren.
Die Bioverteilung der beiden Tracer wurde jeweils zehn Minuten, eine und drei Stunden
nach Injektion mittels kombinierter PET/CT untersucht. Die rekonstruierten Maximum-
intensitdtsprojektionen sind fiir eine Auswahl von Patienten in den Abbildungen 4.39 bis

4.46 zusammengefasst.

Bei allen untersuchten Patienten zeigte sich eine schnelle Anreicherung der Tracer im Pri-
méartumor sowie in Weichteil-, Lymphknoten- und Knochenmetastasen. Bereits zehn Minu-
ten nach intravenoser Injektion von FAPI-02 zeigen die PET-Aufnahmen einer Brustkrebs-
Patientin mit multiplen Knochenmetastasen eine starke Anreicherung des Tracers in den
metastatischen Ldsionen im Sternum, den Rippen und in mehreren Brustwirbelkérpern so-
wie in betroffenen Lymphknoten (Abb. 4.39), die auch nach drei Stunden nur geringfiigig
abnimmt. In den gesunden Organen sind wihrend des gesamten Untersuchungszeitraums

lediglich minimale Aktivitdten messbar.
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Abbildung 4.39. Maximumintensititsprojektionen einer Patientin mit metastasiertem Mamma-

karzinom zehn Minuten sowie eine und drei Stunden nach intraventser Gabe von %®Ga-FAPI-02.
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Wie bereits aus den Tierversuchen zu erwarten war, erfolgt die Elimination des Tracers pri-
mér renal. Wie auf den Aufnahmen deutlich zu sehen ist, erfolgt dabei keine Anreicherung
des Liganden im Nierenparenchym; eine erhohte Aktivitdt ist lediglich im Kelchsystem
der Niere sowie in der Blase zu sehen. Die schnelle Clearance von FAPI-02 aus dem Blut

resultiert in kontrastreichen Bildern.

Die Untersuchung weiterer Patienten mit unterschiedlichen Tumorentitidten liefert ver-
gleichbare Ergebnisse. Wie in Abbildung 4.40 zu sehen ist, zeigt FAPI-02 eine Stunde nach
Injektion eine starke Anreicherung in einem Pankreaskarzinom, einem nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom (NSCLC, Metastasen im Knochenmark und in den Knochen sowie in Ne-
benniere und Nebenmilz) sowie einem HNO-Tumor (Plattenepithelkarzinom mit grofer
submandibulérer Raumforderung). Dabei ist bei allen untersuchten Patienten eine dufserst

geringe unspezifische Aktivitdt zu sehen, was zu ausgezeichneten Bildkontrasten fiihrt.

Wie aus den Bioverteilungsstudien mit U87MG-xenotransplantierten Mausen zu erwarten
war, eignet sich FAPI-02 auch fiir die Detektion hochgradiger Hirntumore. Wie in Abbil-
dung 4.41 zu sehen ist, zeigt der Gallium-markierte Tracer eine starke Anreicherung in
einem histologisch gesicherten Glioblastom (WHO Grad IV). Bereits nach zehn Minuten
ist die deutlich abgegrenzte Lésion im rechten Parietallappen klar zu erkennen (SUV max
6,27). Dabei nimmt die gemessene Aktivitét selbst drei Stunden nach Tracerinjektion nicht

merklich ab (SUV max 6,13 bzw. 5,3 nach einer bzw. drei Stunden).

L3 - . ®

Pankreas-Ca. NSCLC HNO-Ca.

Abbildung 4.40. Maximumintensitdtsprojektionen von Patienten mit metastasierten Epithelial-
tumoren eine Stunde nach intravendser Gabe von %Ga-FAPI-02. A. Pankreaskarzinom B. Nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom (NSCLC) C. HNO-Tumor.
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Abbildung 4.41. Transaxiale, koronare und sagittale Fusionsbilder eines Glioblastom-Patienten

zehn Minuten, eine und drei Stunde nach intravendser Gabe von *®Ga-FAPI-02.

Zur Beurteilung der diagnostischen Genauigkeit von %8Ga-FAPI-02 wurde der Tracer einem
Patienten mit einem metastasierten Lungentumor verabreicht und die Organverteilung ei-
ne Stunde nach Injektion mittels PET/CT analysiert. Um einen direkten Vergleich des
FAP-Liganden mit einem etablierten onkologischen Diagnostikum zu ermdéglichen, wurde
einen Tag zuvor bereits eine PET-Untersuchung nach Applikation des radioaktiven Glu-
cosederivates 'SF-FDG durchgefiihrt, welches zu den gebriuchlichsten PET-Tracern in der

Nuklearmedizin gehort.

Der Vergleich der beiden PET/CT-Aufnahmen ergibt einen klaren Vorteil von FAPI-02
gegeniiber dem nuklearmedizinischen Standarddiagnostikum. Dabei zeigt der FAP-Ligand
eine hohere Tumoraufnahme mit einem maximalen SUV-Wert von 11,1 (¥F-FDG 4,7)
und eine deutlich geringere Aktivitdt im Blut und in der Leber, was in einem hoéheren
Bildkontrast und einer besseren Darstellung der malignen Lisionen resultiert. Im Gegensatz
zum Glucose-basierten Radiotracer, welcher in Organen mit einem physiologisch hohen
Energieumsatz sowie in entziindlichem Gewebe eine starke Anreicherung zeigt, akkumuliert

FAPI-02 lediglich in den karzinomatosen Lésionen, die das Zielprotein exprimieren.
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Dies eroffnet neue Perspektiven fiir die zielgerichtete Diagnose von malignen Léisionen in

Geweben mit hoher metabolischer Aktivitéit, wie der Leber oder dem Gehirn.

-
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Abbildung 4.42. Ganzkorperprojektion (MIP) sowie transaxiale Fusionsbilder eine Stunde nach
intravendser Gabe von '8F-FDG (A, C) bzw. 8Ga-FAPI-02 (B, D) in einem Patienten mit meta-

stasiertem Lungenkarzinom.

Auch FAPI-04 zeigt eine vorteilhafte Organverteilung mit einer raschen Tumoranreicherung
und sehr geringer unspezifischer Bindung in gesundem Gewebe. Wie in Abbildung 4.43 zu
sehen ist, sind die multiplen Knochenmetastasen einer Patientin mit fortgeschrittenem
Mammakarzinom bereits zehn Minuten nach Injektion des Tracers deutlich erkennbar.
Auch nach drei Stunden ist das Signal noch sehr stark, wobei die Intensitit deutlich héher

ist als nach Gabe von FAPI-02.

Dieses Ergebnis kann in den unterschiedlichsten Tumorentitéten beobachtet werden. Ab-
bildung 4.44 zeigt die Maximumintensititsprojektionen eine Stunde nach Injektion von
FAPI-04 in Patienten mit diversen Epithelialtumoren, darunter ein stark fortgeschrittenes
Sigma-Karzinom, ein neuroendokriner Tumor mit multiplen Lebermetastasen sowie ein
High-grade serdses Ovarialkarzinom. Bei allen untersuchten Patienten ist die unspezifische
Bindung in gesundem Gewebe minimal, was in einem giinstigen Tumor-Gewebe-Verhaltnis
und einem hohen Bildkontrast resultiert. Dariiber hinaus zeichnet sich FAPI-04 durch ei-
ne lange Retentionszeit in FAP-positiven Tumoren aus. Wie in Abbildung 4.45 zu sehen
ist, ist der mit Indium-111 markierte Tracer auch 43 Stunden nach Injektion noch in den
malignen Lasionen nachweisbar. Dies stellt eine ideale Voraussetzung fiir die Kombination

des Tracers mit therapeutisch wirksamen Radionukliden dar.
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Abbildung 4.43. Maximumintensititsprojektionen zehn Minuten sowie eine und drei Stunden

nach intravendser Gabe von 8 Ga-FAPI-04 in einer Patientin mit metastasiertem Mammakarzinom.
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Abbildung 4.44. Maximumintensititsprojektionen eine Stunde nach intravendser Gabe von *®Ga-
FAPI-04 in Patienten mit metastasierten Epithelialtumoren. A. Sigma-Karzinom. B. Neuroendo-

kriner Tumor (NET). C. Gallengangskarzinom (Cholangiozelluldres Karzinom, CCC). D. Ovari-
alkarzinom.
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Abbildung 4.45. Szintigraphie bis zu 43 Stunden nach intravendser Gabe von '!In-FAPI-04 in

einer Patientin mit metastasiertem Mammakarzinom.

Nachdem die diagnostische Gabe von %¥Ga-FAPI-04 eine starke Anreicherung des Tracers
in den Knochenmetastasen einer Patientin mit fortgeschrittenem Mammakarzinom gezeigt
hatte, wurde die Patientin mit der mit Yttrium-90 markierten Verbindung therapiert.
Abbildung 4.46 zeigt die Bremsstrahlungsaufnahmen bis zu einem Tag nach Injektion des
Tracers. Obwohl die verabreichte Dosis mit 2,9 GBq vergleichsweise gering war, fiihrte
bereits die einmalige Gabe zu einer signifikanten Reduktion der Schmerzmedikation. Dabei
konnte die tigliche Morphingabe um drei bis vier Bolusinjektionen auf eine reine Basal-

medikation reduziert werden.

A. “Ga-PET B. *Y-Szintigraphie

1h 3h 24 h p.i.

Abbildung 4.46. A. Maximumintensititsprojektion eine Stunde nach intraventser Gabe von
%8Ga-FAPI-04 in einer Patientin mit metastasiertem Mammakarzinom. B. Bremsstrahlungsauf-
nahmen bis zu einem Tag nach therapeutischer Gabe von °°Y-FAPI-04 in einer Patientin mit

metastasiertem Mammakarzinom.
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Abbildung 4.47. A. SUV-Werte eine Stunde nach intraventser Injektion von FAPI-02 bzw. -04
in Tumorpatienten mit unterschiedlichen Tumorentitéten; n=>5. B. Tumor-Gewebe-Verhiltnis eine
Stunde nach intravenéser Gabe von FAPI-02 bzw. -04 in Tumorpatienten mit unterschiedlichen

Tumorentitdten; n=>5.
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Ausgehend von einem Enzyminhibitor mit hoher Affinitét und Spezifitdt zu seinem Zielpro-
tein ist es gelungen, eine Reihe von theranostischen FAP-spezifischen Tracern zu entwickeln
und nach profunder Charakterisierung auf FAP-positiven Zellen sowie im Tierversuch in

einer ersten klinischen Studie zu untersuchen.

Bereits die Leitsubstanz FAPI-02 zeichnet sich durch eine hohe Affinitdt und Spezifitit zu
humanem und murinem FAP sowie eine nahezu vollstdndige Internalisierungsrate in FAP-
positive Zellen aus. Der radiomarkierte Tracer zeigt eine schnelle Aufnahme in FAP-positive
Tumore in vivo und besitzt keine unspezifische Bindung in gesundem Gewebe. Auch in Pa-
tienten mit Pankreas-, Brust- und Lungentumoren zeigt FAPI-02 eine starke Anreicherung
im Primdrtumor sowie in Weichteil- und Knochenmetastasen und betroffenen Lymphkno-
ten. Im Gegensatz zum radiomarkierten FAP-Antikérper F19 bzw. seiner humanisierten
Variante Sibrotuzumab erfolgt bereits innerhalb der ersten Stunde nach Injektion eine na-
hezu vollstdndige Internalisierung der FAPI-Derivate in FAP-positiven Tumoren. Zudem
ist die Zirkulationszeit der kleinen Molekiile im Organismus deutlich geringer, was in einem

verbesserten Tumor-Organ-Verhéltnis sowie einem hoheren Bildkontrast resultiert.

Mit dem Ziel, die Tumorretentionszeit zu verlingern, wurden die Derivate FAPI-03 bis
-15 durch gezielte chemische Modifikation der Leitstruktur entwickelt. Dabei wurde insbe-
sondere der Linker zwischen dem Chelator DOTA und der FAP-affinen Chinolinstruktur
variiert. Zusdtzlich wurden Derivate mit einem 4,4-Difluorpyrrolidin hergestellt, dessen Ein-
fiihrung eine der wichtigsten Verbesserungen der Leitstruktur darstellt. Die resultierenden
Molekiile sind deutlich lipophiler als ihre Ausgangsverbindung, was in einer verbesserten
Gewebepermeation sowie einer langeren Verweildauer im Tumor resultiert. Dariiber hinaus
zeigen die fluorierten Derivate eine geringere Bindung an CD26 sowie einen langsameren

Efflux aus FAP-positiven Zellen.

Durch die Betrachtung der Struktur-Wirkungsbeziehungen der FAPI-Derivate kénnen ei-
nige Riickschliisse auf die wichtigsten Strukturelemente gezogen werden. So zeigen die
einfachen 3-Amino-1-propyl-Derivate FAPI-06 und -07 im Zellbindungsassay eine respek-
table FAP-Bindung nach Inkubation fiir eine bzw. vier Stunden, werden nach 24 Stunden
jedoch fast vollstdndig aus den Zellen eliminiert. Diese Beobachtung deutet darauf hin,
dass das heterozyklische Segment essentiell fiir eine ldngere Verweildauer der Substan-

zen in den Zellen ist. Auch die 7-Chinolyl-verkniipften Verbindungen FAPI-08 und -09
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besitzen mit einem erheblichen Bindungsverlust nach 24 Stunden ein &hnliches pharma-
kokinetisches Profil, was durch eine Abspaltung des radioaktiven Molekiilfragments zu
erkldren wire. Damit scheint die genaue Position des Linkers an der Chinolingruppe eine
entscheidende Rolle fiir die Stabilitdt des Molekiils zu spielen. Dies wire eine zusétzliche
Erklarung fiir die geringen Bindungswerte von FAPI-06 und -07 nach 24 Stunden. Da die
Bindung zwischen DOTA und der Propylamingruppe deutlich leichter zugénglich ist als
das Piperazin-gebundene DOTA bei FAPI-02 und -04, kann eine enzymatische Spaltung
an dieser Stelle leichter erfolgen. FAPI-13 zeigt von allen im Mausmodell untersuchten
Derivaten die hochste Tumoraufnahme, bedingt aufgrund einer héheren Aktivitét im Blut
jedoch auch einen schlechteren Bildkontrast. Dies konnte durch die hohere Lipophilie der
Piperidingruppe und der damit einhergehenden stérkeren Bindung an Albumin oder an-
dere Plasmaproteine zu erkléren sein. Zwar bewirkt dieser Effekt offensichtlich eine héhere
Affinitdt des Molekiils zum Zielprotein sowie eine ldngere Verweildauer im Tumor, kdnnte
bei therapeutischer Anwendung jedoch die Gefahr einer Himatotoxizitat mit sich bringen,

wodurch die therapeutische Breite verringert wird.

Die klinische Untersuchung von FAPI-02 und FAPI-04 in Patienten mit diversen soliden
Tumoren sowie hochgradigen Glioblastomen ergab eine schnelle Akkumulation der Sub-
stanzen im Priméartumor sowie in Weichteil-, Lymphknoten- und Knochenmetastasen. Hin-
gegen war die Anreicherung der Tracer im Blut sowie in anderen Organen sehr gering, was
in kontrastreichen Bildern und vorteilhaften Tumor-Gewebe-Verhiltnissen resultierte. Im
Vergleich zu dem nuklearmedizinischen Standarddiagnostikum *F-FDG zeigt FAPI-02 ei-
ne héhere Tumoraufnahme und eine deutlich geringere Aktivitat im Blut und in der Leber,
was eine bessere Darstellung der malignen Lasionen ermdglicht. Im Gegensatz zum Glucose-
basierten Radiotracer, welcher in Organen mit einem physiologisch hohen Energieumsatz
sowie in entzlindlichem Gewebe eine starke Anreicherung zeigt, akkumuliert FAPI-02 le-
diglich in den karzinomatdsen Lasionen, die das Zielprotein exprimieren. Dies erdffnet neue
Perspektiven fiir die zielgerichtete Diagnose von malignen Neoplasien in Geweben mit einer

hohen metabolischen Aktivitéit, wie der Leber oder dem Gehirn.

Durch die hohe Auflésung der kombinierten PET/CT konnen selbst kleine Lésionen sicht-
bar gemacht werden, sofern das Zielprotein in ausreichender Menge zur Verfiigung steht.
Da das Wachstum von soliden Neoplasien {iber einen Durchmesser von ein bis zwei Mil-

limetern hinaus die Ausbildung eines unterstiitzenden Tumorstromas erfordert, welches
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sich in der Regel durch eine hohe FAP-Expression auszeichnet, sollte die Anwendung der
FAPI-Derivate in der PET/CT bereits eine Darstellung von Léasionen mit einem Durch-
messer von drei bis fiinf Millimetern ermdglichen. Dariiber hinaus kann eine Ausweitung
der Anwendung der FAPI-Tracer als Diagnostika von nicht-onkologischen Erkrankungen
in Erwigungen gezogen werden. Neben der Expression in malignen Neoplasien wird FAP
auch in Myofibroblasten-dhnlichen Synovialzellen bei Patienten mit rheumatoider Arthritis
sowie Osteoarthrits19! Arteriosklerose!'%! Fibrose!107:198l sowie in ischimischem Herz-
gewebe nach einem Myokardinfarkt 199110 nachgewiesen. Gleichwohl sollte generell nicht
aufser Acht gelassen werden, dass im Rahmen der Wundheilung, z.B. nach chirurgischen
Mafnahmen, ebenfalls mit einer erhéhten Expression aktivierter Fibroblasten zu rechnen

ist.

Im Gegensatz zu peptidischen Tracern, wie z.B. DOTA-(MC-FA-012)3 akkumulieren die
FAPI-Derivate nicht im Nierenparenchym und zeichnen sich durch eine schnelle renale Clea-
rance aus. Damit ist die Niere keiner {iberméfig erhthten Strahlenbelastung ausgesetzt,
was im Hinblick auf eine potentielle Therapie einen grofken Vorteil darstellt. Eine erste
therapeutische Anwendung von FAPI-04 mit Yttrium-90 konnte ohne messbare Nebenwir-
kungen, v.a. im Hinblick auf eine potentielle Himatotoxizitit, vorgenommen werden und
fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Schmerzmedikation bei einer Patientin mit mul-
tiplen Knochenmetastasen. Die Betrachtung der Bremsstrahlungsaufnahmen verdeutlichte,
dass der Tracer auch 24 Stunden nach Injektion noch im Tumor nachgewiesen werden kann.
Da die unspezifische Aktivitédt in den Organen sehr gering war, ist es denkbar, die eingesetz-
te Strahlendosis zu erhéhen, um einen groferen Therapieeffekt zu erzielen. Inwieweit dies
moglich ist, muss basierend auf dosimetrischen Berechnungen in Dosis-Eskalationsstudien
noch untersucht werden. Dariiber hinaus werden derzeit verschiedene Ansétze fiir eine
therapeutische Anwendung des FAP-Liganden aufserhalb des nuklearmedizinischen Spek-
trums evaluiert. Hierzu gehort eine Kopplung des FAP-affinen Strukturelementes an diverse
Effektormolekiile, wie z.B. Chemotherapeutika oder Immunmodulatoren. Derzeit liegt das
Hauptaugenmerk allerdings auf der Nutzung der theranostischen Tracer fiir die zielgerichte-
te Diagnostik und Behandlung solider Tumoren. Die Moglichkeit, ein und dasselbe Molekiil
mit diagnostischen als auch therapeutischen Radionukliden zu kombinieren, erméglicht eine
zuverldssige und okonomische Vorhersage iiber einen moglichen Therapieerfolg und erlaubt

damit eine deutliche Erhohung der Therapiesicherheit.
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5 Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

A Ampere

Acm Acetaminomethyl

AcOOH Peressigsiure

AMC 7-Amino-4-Methylcoumarin
Amp Ampicillin

APCE Antiplasmin-Cleavage Enzyme
aq. HBr wissrige Bromwasserstoffsiure
aq. HCI1 wissrige Salzsdure

APS Ammoniumperoxodisulfat

Boc tert-Butyloxycarbonyl

bFGF Basic Fibroblast Growth Factor
BM-MSC Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell
BMSC Bone Marrow Stem Cell

bp Basenpaar

Bqg Becquerel

CAF Cancer-associated Fibroblast
CAR Chimeric Antigen Receptor
CCK Cyclic Cystine Knot

CHO Chinese Hamster QOuary

Cl Chlorid

CLL Chronische lymphatische Leukdmie
CN Cyanid

cprP Cell-Penetrating Peptide
Cs9COg3 Casiumcarbonat

CT Computertomographie
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HBTU

HCl
HEK
HER

4’ 6-Diamidin-2-phenylindol
Diisopropylethylamin

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic Acid
2’-Desoxyribonucleosid-5’-triphosphate
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsdure
Dipeptidylpeptidase [V

Dithiothreitol

Enhanced Chemoluminescence
Extracellular Matriz

Ecballium Elaterium Trypsin Inhibitor
Epithelial Growth Factor
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Epithelial-mesenchymale Transition
Ethanol
Fluor-L-dihydroxyphenylalanin
Fluor-L-tyrosin

Fibroblast activation protein

Fetales bovines Serum
Fluordesoxyglucose
Fluorenylmethoxycarbonyl

forward

Fibroblast-specific Protein

Full-Width Half-Maximum

Gallium

Germanium

Glucose
(2-(1H-Benzotriazol-1-y1)-1,1,3,3-tetramethyluronium-
hexafluorophosphat

Chlorwasserstoff

Human Embryonic Kidney

Human Epidermal Growth Factor Receptor
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HES Hydroxyethylstarke

HGF Hepatocyte Growth Factor

HIF Hypoxie-induzierter Faktor

HNO Hals, Nase und Ohren

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HPLC High Performance Liquid Chromatography
HRP Horseradish peroridase

hu human

I/, Iod

1.p. intraperitoneal

1.v. intravends

International Statistical Classification of Diseases and

ICD
Related Health Problems
ID Injizierte Dosis
IgG Immunglobulin G
In Indium
ITLC Instant Thin Layer Chromatography
IvC Indiwvidually Ventilated Cage
kb Kilobasen
KI Kaliumiodid
LAL Limulus-Amé&bozyten-Lysat
LB Lysogeny Broth
LSM Laser-Scanning-Mikroskop
Lu Lutetium
M Molar
MCoTI Momordica Cochinchinensis Trypsin Inhibitor
Me Methyl
MeOH Methanol
MgSOy Magnesiumsulfat
MIP Maximumintensitatsprojektion
MMP Matrixmetalloprotease
MRT Magnetresonanztomographie
MS Massenspektrometrie
mu murin
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NaCl
NaOH
nBuli
NCT
n.d.
NGS
NMP
NSCLC
OD
oHn
OSEM
PAGE
PBS
PCR
(PPh3)oPdCly
PDGF
PEG
PET
pfu
PRRT
PVDF
rev
ROI
ROS
RP
rpm
SD
SDS
SFTI
SG
SMA
Sn
SPE
SPECT

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

n-Butyllithium

Nationales Zentrum fiir Tumorerkrankungen
not determined
Next-Generation-Sequenzierung
N-Methyl-2-pyrrolidon

Non-Small Cell Lung Cancer
Optische Dichte

Hydroxid

Ordered Subset Ezxpectation Mazimization
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphate Buffered Saline
Polymerase Chain Reaction
Bis(triphenylphosphin)palladium(IT)dichlorid
Platelet-derived Growth Factor
Polyethylenglykol
Positronen-Emissions-Tomographie
Plaque forming units
Peptid-Rezeptor-Radionuklidtherapie
Polyvinylidenfluorid

reverse

Region Of Interest

Reactive Ozygen Species

Reverse Phase

Rewvolutions Per Minute

Standard Deviation

Sodium Dodecyl Sulfate

Sunflower Trypsin Inhibitor
Silica-Gel

Smooth Muscle Actin

Stannyl

Solid Phase Extraction

Single Photon Emission Computed Tomography



SUV
TEMED
TFA
TGF-5
THFE
TIS
TNF
Tos

VEGF
WB

wt

Standardized Uptake Value
Tetramethylethylendiamin
Trifluoressigsdure
Transforming Growth Factor-(
Tetrahydrofuran
Triisopropylsilan
Tumor-Nekrose-Faktor

Tosylat

Volt

Vascular Endothelial Growth Factor
Western Blot

Wildtyp

Yttrium

Nomenklatur der Aminosauren

Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginséure
Cystein
Glutamin
Glutaminsdure
Glycin

Histidin

Isoleucin
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Ala A Leucin
Arg R Lysin
Asn N Methionin
Asp D Phenylalanin
Cys C Prolin
Gln Q Serin
Glu E Threonin
Gly G Tryptophan
His H Tyrosin

Ile I Valin

Leu

Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
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Analytische Daten

Auswertung der Next-Generation-Sequenzierungsdaten

Bezeichnung Sequenz Runde 1 Runde 2 Runde3 Runde 4
Ph.SF8-FAP1 Ri-HPTHKMPW-R; n.d. 5038 78121 97799
Ph.SF8-FAP2 Ri-GIHGWAFL-R.» n.d. 2,81 105691 128255
Ph.SF8-FAP3 Ri-EWWFGSSR-R» n.d. 3,22 84288 121312
Ph.SF8-FAP4 Ri-KWKTLGWH-R.» n.d. 2,21 69269 95700
Ph.SF8-FAP5 R-LWKVIHNH-R, n.d. 1,21 35169 37892
Ph.SF8-FAP6 Ri-HKSYFWTH-R, n.d. 5561 17934 28900
GP-01 WMR-R3-SFHQWPPGPK-R4 3,25 19,30 22,66 36,84
GP-02 LFR-R3-DWHGWFDGPD-R4 3,06 10,83 20,42 30,24
GP-03 LMQ-R3-PIAKHLMGPV-R4 3,53 15,89 24,07 22,94
GP-04 LHR-R3-VRFMHMYGPW-R4 2,86 9,78 13,77 40,39
GP-05 LWH-R3-GFSPQHIGPD-R4 2,48 13,19 18,36 29,23
GP-06 LLR-R3-TTRMEYHGPK-R4 2,20 11,53 16,48 28,92
GP-07 LFR-R3-DWNDGQFGPF-R4 3,25 12,05 16,30 24,86
GP-08 LMR-R3-FMYGSHWGPV-R4 1,62 8,56 19,67 30,45
GP-09 HMG-R3-IWMAGVYGPH-R4 2,48 8,56 12,64 21,41
GP-10 LMR-R3-WTDATSYGPD-R4 2,39 5,85 10,02 22,84
GP-11 IMR-R3-LTYQDTWGPT-R4 1,53 6,55 12,55 18,67
GP-12 LMR-R3-DYKGRAFGPS-R4 1,81 4,89 8,90 21,82
GP-13 LMR-R3-GKFQVFLGPV-R4 0,57 5,41 7,68 23,34
GP-14 LFN-R3-EARDQVMGPV-R4 1,43 3,93 8,33 24,56
GP-15 LAR-R3-DRSFHKPGPA-R4 1,43 6,03 7,49 15,83
GP-16 LMV-R3-MVWLDKQGPT-R4 1,43 7,42 8,71 14,01
GP-17 LMR-R3-ILKDIYDGPK-R4 0,95 3,06 7,49 20,20
GP-18 LMR-R3-PFYDLWFGPD-R4 2,48 5,33 10,30 6,29
GP-19 LMR-R3-ISWQPHQGPN-R4 4,81 12,21 29,16 97,48
GP-20 LMR-R3-FTDLHEPGPK-R4 0,77 2,06 6,58 505,12
GP-21 LMR-R3-TLESILEGPD-R4 1,93 8,27 31,43 440,23
GP-22 LME-R3-NGHPKVYGPW-R4 2,90 8,10 31,08 2372,35
GP-23 LMR-R3-TDDWAVSGPN-R4 9,72 11,34 33,18 107,00
GP-24 LMR-R3-TDLWKTLGPF-R4 3,77 7,32 90,15 340,56
GP-25 LMR-R3-WVRVNILGPD-R4 5,27 5,63 120,19 383,66
GP-26 LMR-Rs3-STFLRYDGPM-R4 5,47 10,71 32,37 53,20
GP-27 LME-R3-NGHPKVYGPW-R4 14,07 19,71 250,24 525,44
GP-28 LMH-R3-MRRENTIGPR-R4 11,20 15,91 33,89 46,47
GP-29 LMR-R3-IFQIANNGPM-R4 4,77 6,69 15,69 25,59
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GP-30
GP-31
GP-32
GP-33
GP-34
GP-35
GP-36
GP-37
GP-38
GP-39
GP-40
GP-41
GP-42

LMR-Rs-FTSLVLFGPR-R4
LMR-R3-IDLMWSEGPM-R4
LMR-R3-RVGFRPGGPD-R4
LMA-R3-GWQSNFRGPN-R4
LML-R3-TDTMEHAGPV-R4
DMD-R3-VIYGHLEGPM-R4
LMV-R3-RAWQGVYGPT-R4

LMR-R3-KLIKLSDGPD-R4
LMR-R3-LDAYSNMGPN-R4
LME-R3-RENGHPMGPD-R4
LMS-R3-DSWERAHGPD-R4
LMR-R3-STFLRYDGPM-R4
LMR-R3-LEATGWDGPD-R4

3,36
10,40
7,96
8,28
0,85
5,08
1,39
1,0
1,31
1,29
2,46
1,31
0,82

7,96
11,87
10,20
8,11
1,50
18,51
2,26
1,8
2,09
2,50
3,76
2,93
1,34

12,32
24,43
15,92
13,32
117,33
37,67
38,14
8,5
21,05
9,87
17,23
29,27
9,23

19,03
22,61
22,79
14,19
149,00
155,84
80,85
11,5
43,10
16,01
29,76
22,35
46,52

Tabelle 5.1. Bezeichnung und Anzahl je Panning-Runde der mittels Phagen-Display identifizierten

Peptide. Die angegeben Werte sind jeweils auf eine Million Reads normalisiert.
Ri: GRCT; Ry: CYPD; R3: CKQDSDCLAGSVC; Ry: YCG.

HPLC-MS-Analytik der mittels Phagen-Display identifizierten Peptide

Peptid R: (min) m/z Peptid R¢ (min) m/z

Ph.SF8-FAP1 12,53 1927,74 GP-19 10,52 3066,21
Ph.SF8-FAP2 16,13 1793,74 GP-20 10,09 3172,29
Ph.SF8-FAP3 15,28 1948,82 GP-21 11,83 3104,25
Ph.SF8-FAP4 12,76 1949,84 GP-22 10,30 3159,24
Ph.SF8-FAP5 14,28 1940,92 GP-23 10,57 3093,18
Ph.SF8-FAP6 13,20 1999,86 GP-24 11,36 3209,34
GP-01 11,13 2750,10 GP-25 11,44 3200,37
GP-02 11,60 3279,21 GP-26 10,78 3218,28
GP-03 11,29 3066,30 GP-27 10,29 3159,24
GP-04 11,17 3361,35 GP-28 9,21 3241,32
GP-05 11,00 3121,20 GP-29 11,29 3136,26
GP-06 9,66 3232,35 GP-30 11,78 3168,36
GP-07 11,88 3230,22 GP-31 11,59 3210,24
GP-08 11,39 3212,22 GP-32 9,73 3089,28
GP-09 11,62 3087,15 GP-33 10,42 3109,20
GP-10 11,16 3144,15 GP-34 10,28 3110,16
GP-11 11,11 3212,25 GP-35 10,61 3096,12
GP-12 10,00 3128,25 GP-36 10,95 3109,26
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GP-13 11,95 3122,34 GP-37 10,35 3117,33

GP-14 10,88 3106,23 GP-38 10,22 3016,14
GP-15 9,39 3082,26 GP-39 9,44 3114,15
GP-16 11,80 3149,28 GP-40 9,80 3132,15
GP-17 11,08 3193,35 GP-41 10,61 3218,28
GP-18 12,90 3288,27 GP-42 10,58 3091,17

Tabelle 5.2. Massenspektrometrische Analyse der mittels Phagen-Display identifizierten Peptide.
R:: Retentionszeit, m/z: Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis ([M+H]").

HPLC-MS-Analytik der FAPI-Derivate

Bezeichnung R¢ (min) m/z

FAPI-01 11,95 435,01
FAPI-02 8,37 837,39
FAPI-03 8,62 851,40
FAPI-04 8,80 873,37
FAPI-05 9,12 887,38
FAPI-06 8,72 768,33
FAPI-07 9,24 804,31
FAPI-08 8,45 837,39
FAPI-09 9,08 873,37
FAPI-10 9,68 753,05
FAPI-11 10,23 844,34
FAPI-12 10,27 858,35
FAPI-13 10,72 872,37
FAPI-14 11,19 886,39
FAPL-15 9,55 947,40
FAPI-02-Att0488 10,19 1022,27

Tabelle 5.3. Massenspektrometrische Analyse der FAPI-Derivate.
Rs: Retentionszeit, m/z: Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis ([M+H]*).
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Experimentelle Originaldaten

Daten aus zellbasierten Experimenten

Peptide aus dem Phagendisplay

CHO FAP CHO mock

10 min 60 min unspezifisch 10 min 60 min unspezifisch
Ph.SF8-FAP1 | 0,41 + 0,02 0,48 + 0,07 0,44 + 0,03 0,37 + 0,10 0,23 £ 0,04 0,30 + 0,04
Ph.SF8-FAP2 | 6,37 + 1,22 3,78 + 0,26 3,72 + 0,34 5,46 + 0,42 4,39 £ 0,20 3,35 + 0,69
Ph.SF8-FAP3 | 1,42 + 0,06 1,38 + 0,01 0,91 + 0,16 0,64 + 0,01 0,69 = 0,07 0,75 + 0,13
Ph.SF8-FAP4 | 8,45 + 1,57 2,25 + 0,09 17,25 +0,85 | 7,85 +0,48 12,01 + 0,38 14,24 + 0,28
Ph.SF8-FAP5 | 6,02 + 0,63 14,05 £ 5,71 11,49 +6,75 | 6,11 +0,29 10,77 + 0,36 13,31 + 0,38
Ph.SF8-FAP6 | 5,06 + 0,18 6,65 + 0,28 9,25 + 0,40 5,08+ 0,40 7,06 + 0,34 8,90 + 0,40

Tabelle 5.4. Bindung der Ph.SF8-FAP-Peptide an CHO-FAP- und CHO-mock-Zellen sowie
unspezifische Bindung. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.

FAP-positiv FAP-negativ
Ph.SF8-FAP5 85,00 + 7,98 89,89 + 12,38
Ph.SF8-FAP6 95,02 + 11,03 99,20 + 1,72
MC-FA-012 7,98 + 1,90 1,12 £ 0,38

Tabelle 5.5. Bindung ausgewéhlter Ph.SF8-FAP-Peptide an FAP-positive sowie FAP-negative
Cobalt-Beads. Mittelwert + Standardabweichung; n—2.

10 min 60 min unspezifisch
GP-02 1,09 + 0,23 0,72 £+ 0,10 0,25 + 0,05
GP-03 0,57 = 0,15 0,44 + 0,03 0,14 + 0,01
GP-04 1,74 + 0,21 1,08 + 0,17 0,42 + 0,01
GP-05 0,96 + 0,34 0,56 + 0,15 0,11 + 0,01
GP-06 0,84 + 0,20 0,67 + 0,24 0,17 + 0,00
GP-07 1,26 + 0,13 0,96 + 0,13 0,16 + 0,01
GP-08 1,38 + 0,34 1,11 + 0,05 0,29 + 0,01
GP-09 0,34 £ 0,07 0,18 + 0,03 0,09 + 0,02
GP-10 0,60 + 0,06 0,69 + 0,02 0,31 + 0,01
GP-11 0,47 + 0,11 0,35 + 0,04 0,17 + 0,04
GP-12 0,42 + 0,02 0,38 + 0,05 0,24 + 0,03
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GP-13 1,20 + 0,23 1,41 + 0,06 3,03 + 0,23
GP-14 0,32 + 0,18 0,27 + 0,03 0,24 + 0,10
GP-15 0,35 + 0,05 0,32 + 0,04 0,14 + 0,00
GP-16 0,23 + 0,04 0,23 + 0,02 0,11 + 0,00
GP-17 0,35 + 0,14 0,35 + 0,02 0,18 + 0,04
GP-18 0,53 + 0,02 0,56 + 0,04 0,09 + 0,01
GP-20 0,14 + 0,04 0,10 + 0,00 0,01 + 0,01
GP-21 0,01 + 0,01 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
GP-22 0,17 + 0,05 0,07 + 0,07 0,00 + 0,00
GP-23 0,03 + 0,01 0,00 + 0,01 0,03 + 0,02
GP-24 0,29 + 0,07 0,33 + 0,04 0,19 + 0,01
GP-25 1,19 + 0,14 1,23 + 0,03 0,66 + 0,07
GP-26 0,16 + 0,05 0,14 + 0,01 0,06 + 0,04
GP-27 0,37 + 0,03 0,35 + 0,03 0,21 + 0,01
GP-28 0,06 + 0,00 0,03 0,01 0,03 + 0,00
GP-29 0,03 + 0,01 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
GP-30 1,01 0,15 1,17 0,05 1,91 + 0,05
GP-31 0,06 + 0,01 0,03 + 0,01 0,03 + 0,01
GP-32 0,02 + 0,00 0,02 + 0,01 0,01 + 0,01
GP-33 0,01 + 0,01 0,02 + 0,02 0,00 + 0,00
GP-35 0,02 + 0,01 0,03 + 0,01 0,01 + 0,01
GP-36 0,06 + 0,01 0,05 + 0,01 0,04 + 0,01
GP-37 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01
GP-39 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 0,00 + 0,00
GP-40 0,04 + 0,01 0,02 + 0,01 0,01 + 0,01
GP-41 0,04 = 0,02 0,04 + 0,01 0,00 + 0,00
GP-42 0,03 + 0,02 0,03 + 0,01 0,02 + 0,01

Tabelle 5.6. Bindung der Min10.FAP-GP-Peptide an CHO-FAP-Zellen
sowie unspezifische Bindung. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.
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MC-FA-012

und Derivate

MC-Mye-010 MC-FA-012 DOTA-(MC-FA-012)3

10 min 60 min 10 min 60 min 10 min 60 min
huFAP 0,25 £ 0,1 0,02 £ 0,00 | 6,82 £ 0,98 4,10 + 0,55 | 10,76 + 0,85 59,43 + 3,87
muFAP 0,23 £ 0,05 0,19 + 0,00 | 0,21 + 0,03 0,24 +0,04 | 0,82 £ 0,17 0,68 + 0,03
mock n.d. n.d. 0,21 £ 0,09 0,06 +0,01 | 0,14 +0,02 0,65 + 0,14
unspezifisch n.d. 0,02 + 0,01 n.d. 0,06 + 0,03 n.d. 0,27 + 0,02

Tabelle 5.7. Zellbindung der MC-FA-012-Derivate sowie unspezifische Bindung.
Mittelwert + Standardabweichung; n=3.

37°C 4°C
Int Ext Int Ext
10 min 12,24 + 0,56 25,00 + 1,09 | 9,52 + 0,64 28,24 + 0,90
30 min 11,38 £+ 0,31 23,44 + 1,09 | 7,52 + 2,00 23,13 £ 0,11
60 min 32,46 + 0,71 32,63 + 0,84 | 14,56 + 0,77 38,13 + 1,81
120 min | 33,77 + 4,84 34,07 £ 2,05 | 21,66 + 1,26 43,08 + 0,43
240 min | 25,82 + 0,51 36,74 + 1,96 | 20,55 + 1,38 51,71 + 2,59

Tabelle 5.8. Internalisierung von DOTA-(MC-FA-012); in CHO-FAP-Zellen.
Int: intrazelluldrer Anteil, Ext: extrazellularer Anteil. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.

10 min 60 min
MC-FA-012 7,97 + 2,09 8,76 + 0,25
SF-MCFA012-Y 2,10 + 0,18 1,83 + 0,05
SF-MCFA012-F 1,64 £ 0,18 1,46 + 0,25
Min-MCFA012-F 1,07 £ 0,12 1,92 + 0,28
EETI-MCFAO012 0,69 + 0,06 0,33 £ 0,27
MC-FA-012-NH, 1,51 + 0,14 0,98 + 0,05
MC-FA-012-G 2,47 £ 0,03 1,89 + 0,11
MC-FA-012-D 0,37 + 0,01 0,29 + 0,03
MC-FA-012-C 0,95 £ 0,14 0,88 + 0,05
MC-FA-012-F7 0,87 £ 0,02 1,46 + 0,08

Tabelle 5.9. Bindung der modifizierten MC-FA-012-Derivate an CHO-FAP-Zellen.
Mittelwert + Standardabweichung; n=3.
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Zelllinie Int Ext

CHO-FAP 27,68 £ 0,77 31,06 + 1,50
Caki-1 0,04 £ 0,01 0,79 £ 0,01
Caki-2 0,05 + 0,02 0,85 £ 0,03

Tabelle 5.10. Internalisierung von DOTA-(MC-FA-012); in CHO-FAP-, Caki-1- und Caki-2-
Zellen. Int: internalisierter Anteil; Ext: extrazelluldrer Anteil. Mittelwert + Standardabweichung;

n=3.

CHO FAP Caki-1 Caki-2
ohne Protektion 65,27 + 1,64 0,60 + 0,02 0,70 = 0,05
Arg/Lys 62,95 + 1,99 0,70 + 0,03 0,73 + 0,05
Gelafundin 60,99 + 0,19 0,66 + 0,07 0,62 + 0,01
Arg/Lys + Gelafundin 58,62 + 0,25 0,68 + 0,01 0,72 + 0,01
Gentamicin 5 pM 68,52 + 1,45 0,71 + 0,01 0,95 + 0,19
Gentamicin 0,5 pM 69,71 + 1,73 0,71 + 0,06 0,88 + 0,05

Tabelle 5.11. Bindung von DOTA-(MC-FA-012)5 an CHO-FAP-, Caki-1- und Caki-2-Zellen bei

gleichzeitiger Inkubation mit verschiedenen Nephroprotektoren. Mittelwert + Standardabweichung;

n=3.

Int Ext
ohne Protektion 27,58 £ 0,77 31,06 + 1,50
Arg/Lys 25,89 + 0,86 31,46 + 0,93
Gelafundin 25,01 + 0,38 30,06 + 0,88
Arg/Lys + Gelafundin 22,97 + 0,68 30,12 + 0,81
Gentamicin 5 pM 28,16 + 0,72 34,49 + 0,81
Gentamicin 0,5 nM 28,58 + 1,11 34,52 + 1,27

Tabelle 5.12. Internalisierung von DOTA-(MC-FA-012); in CHO-FAP-Zellen bei gleichzeitiger
Inkubation mit Arginin/Lysin in unterschiedlichen Konzentrationen. Int: internalisierter Anteil;

Ext: extrazelluldrer Anteil. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.
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FAPI-Derivate

FAPI-01 FAPI-02
HT-1080-FAP 24,28 + 0,36 11,88 + 0,08
HEK-muFAP 4,94 + 0,25 5,79 + 0,48
HEK-CD26 0,05 + 0,01 0,13 = 0,01
BxPC3 0,55 = 0,05 0,56 + 0,04
Capan-2 0,84 + 0,08 0,49 + 0,01
MCF-7 0,05 + 0,00 0,05 + 0,00
SK-LMS-1 0,50 = 0,02 0,52 + 0,03

Tabelle 5.13. Bindung von FAPI-01 und -02 an unterschiedliche Zelllinien.
Mittelwert + Standardabweichung; n=3.

FAPI-01 FAPI-02
37°C 4°C 37°C 4°C
Int Ext Int Ext Int Ext Int Ext
10 min | 16,02 + 0,3 1,13 £0,1 | 15,06 + 0,6 1,12 +0,2 | 10,79 0,1 1,54 +0,2 | 10,04 +0,6 1,78 +£0,3
1h 15,06 + 04 1,19+0,1 | 37,16 + 1,8 3,64 +0,3 | 10,65 +0,5 1,66 +0,1 | 11,67 +0,56 2,01 +0,3
4h 13,54 £ 0,2 0,94 +£0,0 | 58,33 +2,2 433 +0,3 | 12,24 +0,8 2,03+0,1 | 11,50 +0,5 1,93 +0,2
24 h 2,24 £ 0,1 0,24 £0,0 | 2341 +1,7 325+0,3 | 762+04 124+0,1| 439+0,3 1,38+0,2

Tabelle 5.14. Internalisierung von FAPI-01 und -02 in HT-1080-FAP-Zellen bei 37 und 4 °C.
Int: intrazelluldrer Anteil, Ext: extrazellularer Anteil. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.

HEK-muFAP HEK-CD26
FAPI-04 30,64 + 1,34 0,04 + 0,00
FAPIL-05 27,51 + 0,26 0,22 + 0,03
FAPI-10 18,21 + 0,30 0,16 + 0,04
FAPI-13 30,94 + 0,90 0,17 + 0,04
FAPI-15 20,36 + 0,85 0,56 + 0,06

Tabelle 5.15. Bindung ausgewihlter FAPI-Derivate an HEK-muFAP und HEK-CD26 nach Inku-

bation fiir 60 Minuten. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.
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1h 4h 24 h

Int Ext Int Ext Int Ext

FAPI-02 | 98,02 1,98 | 9816 184 | 9557 443
FAPI-03 | 54,78 2,00 | 7541 2,36 | 97,65 10,39
FAPI-04 | 66,66 3,92 | 4842 265 | 91,17 273
FAPLO5 | 114,06 1,97 | 122,17 2,15 | 243,76 17,44
FAPI-06 | 143,69 2,72 | 7745 1,77 | 12,16 1,73
FAPI-07 | 82,76 2,66 | 64,12 294 | 32,18 7,49
FAPI-08 | 127,43 452 | 9481 1,70 | 18,08 3,64
FAPLI09 | 132,31 4,14 | 140,56 4,13 | 32,92 4,49
FAPI-10 | 114,84 11,80 | 132,94 12,54 | 92,36 8,31
FAPI-11 | 31,95 132 | 2555 0,76 | 152,20 5,00
FAPI-12 | 33,07 1,03 | 2848 085 | 126,61 6,65
FAPI-13 | 91,00 349 | 9507 4722 | 130,26 5,39
FAPI-14 | 68,67 3,00 | 9569 3,93 | 14890 6,36
FAPI-15 | 51,91 2,15 | 29,66 4,24 | 57,63 2,02

Tabelle 5.16. Relative Bindung und Internalisierung von FAPI-02 bis -15 an HT-1080-FAP-Zellen.
Die Werte geben die prozentuale Zellbindung im Verhéltnis zu FAPI-02 an; n=3.
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Daten aus den Tierversuchen

DOTA-(MC-FA-012)3

Zeit (min) FAP-Tumor Niere Herz Blase Muskel wt-Tumor
0,13 0,03 0,94 2,63 0,20 0,01 0,02
0,38 0,22 3,24 5,62 0,53 0,11 0,10
0,75 0,31 3,68 4,07 0,49 0,18 0,14
1,25 0,37 4,19 3,35 0,46 0,22 0,16
1,75 0,42 4,70 2,95 0,47 0,23 0,17
2,25 0,45 5,13 2,64 0,45 0,26 0,19
2,75 0,50 5,58 2,37 0,49 0,29 0,22
3,25 0,53 5,95 2,18 0,50 0,27 0,23
3,75 0,54 6,24 1,08 0,53 0,27 0,22
4,25 0,57 6,54 1,84 0,53 0,24 0,24

5 0,59 6,97 1,65 0,55 0,30 0,24

6 0,62 7,43 1,45 0,58 0,29 0,24

7 0,65 7,93 1,27 0,62 0,28 0,25

8 0,68 8,27 1,14 0,63 0,26 0,25

9 0,69 8,53 1,04 0,66 0,23 0,25
10,5 0,71 8,95 0,04 0,70 0,22 0,24
12,5 0,74 9,48 0,82 0,77 0,24 0,25
14,5 0,78 9,83 0,71 0,85 0,24 0,24
16,5 0,80 10,08 0,62 0,89 0,19 0,24
18,5 0,82 10,31 0,58 0,90 0,23 0,22
22 0,84 11,09 0,51 0,98 0,21 0,22
27 0,88 11,34 0,42 1,11 0,18 0,20
32 0,90 11,93 0,38 1,17 0,17 0,19
37 0,93 12,26 0,33 1,28 0,15 0,18
42 0,95 12,71 0,30 1,30 0,14 0,17
47 0,97 12,88 0,27 1,36 0,12 0,16
52 0,99 13,09 0,24 1,39 0,10 0,15
57 1,01 13,39 0,22 1,43 0,10 0,14

Tabelle 5.17. Maximale SUV-Werte nach intravendser Gabe von %¥Ga-DOTA-(MC-FA-012)3 in
CT26-FAP-tumortragenden Nacktmé&usen.
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Zeit (min) Tumor Niere Herz Blase Muskel
0,13 0,07 0,55 2,30 0,15 0,12
0,38 0,17 1,12 2,05 0,21 0,21
0,75 0,19 1,28 1,84 0,22 0,25
1,25 0,20 1,58 1,65 0,25 0,23
1,75 0,23 1,85 1,49 0,25 0,23
2,25 0,25 2,26 1,43 0,26 0,26
2,75 0,26 2,50 1,28 0,28 0,24
3,25 0,28 2,72 1,18 0,33 0,25
3,75 0,27 2,92 1,07 0,43 0,25
4,25 0,27 3,07 0,99 0,48 0,26

5 0,27 3,33 0,89 0,54 0,23
6 0,27 3,57 0,78 0,59 0,23
7 0,26 3,80 0,69 0,61 0,21
8 0,26 3,98 0,64 0,63 0,20
9 0,26 4,14 0,58 0,67 0,21
10,5 0,26 4,35 0,52 0,76 0,21
12,5 0,25 458 0,46 0,89 0,20
14,5 0,24 4,76 0,41 1,01 0,19
16,5 0,22 4,94 0,37 1,10 0,17
18,5 0,22 5,09 0,34 1,19 0,16
22 0,21 5,33 0,30 1,29 0,15
27 0,19 5,60 0,26 1,43 0,13
60 0,19 5,60 0,26 1,40 0,13
120 0,08 7,10 0,04 1,20 0,03

Tabelle 5.18. Maximale SUV-Werte nach intravendser Gabe von %*Ga-DOTA-(MC-FA-0116)3 in
CT26-FAP-tumortragenden Nacktmé&usen.
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Zeit (min) Tumor Niere Herz Blase Muskel
0,125 0,23 5,68 4,32 0,83 0,12
0,375 0,55 3,85 4,22 1,40 0,50
0,75 0,90 3,77 3,72 1,24 0,57
1,25 0,73 4,16 3,37 1,17 0,48
1,75 0,87 5,21 3,20 1,07 1,08
2,25 0,99 5,33 2,80 1,28 0,51
2,75 1,03 6,41 2,60 1,34 0,64
3,25 1,03 6,29 2,77 1,25 0,57
3,75 1,01 6,56 2,19 1,16 0,61
4,25 1,33 7,34 2,63 1,17 0,60

5 0,94 7,28 1,71 0,98 0,62
6 1,02 7,92 1,51 1,04 0,47
7 1,13 8,89 1,35 1,25 0,44
8 1,00 9,18 1,27 1,03 0,40
9 0,97 9,06 1,36 1,19 0,42
10,5 0,86 9,15 0,86 1,28 0,42
12,5 0,89 10,29 0,75 1,17 0,42
14,5 0,87 11,07 0,78 1,35 0,36
16,5 0,93 12,08 0,74 1,38 0,33
18,5 0,94 11,59 0,69 1,45 0,34
22 0,89 11,76 0,55 1,32 0,26
27 0,85 12,91 0,44 1,33 0,24
32 0,86 13,25 0,39 1,30 0,24
37 0,89 13,27 0,39 1,29 0,21
42 0,90 13,25 0,39 1,28 0,19
47 0,85 13,32 0,36 1,21 0,21
52 0,87 13,98 0,33 1,19 0,23
57 0,88 14,26 0,33 1,22 0,20

Tabelle 5.19. Maximale SUV-Werte nach intravendser Gabe von ®Ga-DOTA-(MC-FA-012)3 in
U87MG-tumortragenden Nacktm&usen.
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30 min 1h 2h 4h 6 h 24 h

Blut 1,35 + 0,18 0,36 + 0,06 0,14 + 0,02 0,04 + 0,01 0,04 + 0,01 0,04 + 0,05
Herz 0,62 + 0,06 0,19 + 0,02 0,13 + 0,01 0,10 + 0,01 0,09 + 0,01 0,06 + 0,01
Lunge 1,77 + 0,02 0,67 + 0,07 0,61 + 0,17 0,45 + 0,10 0,65 + 0,51 0,19 + 0,01
Leber 0,67 + 0,05 0,40 + 0,10 0,44 + 0,06 0,41 + 0,08 0,43 + 0,07 0,36 + 0,04
Milz 0,93 + 0,07 0,55 + 0,12 0,66 + 0,07 0,59 + 0,11 0,63 + 0,08 0,46 + 0,02

Niere 286,78 + 31,03 222,32 + 36,69 272,39 + 21,44 245,19 + 43,08 259,45 + 61,80 213,41 £ 5,51

Darm 0,74 + 0,24 0,51 + 0,33 1,09 + 1,37 0,29 + 0,07 0,93 + 0,70 0,34 + 0,10
Gehirn | 0,69 + 0,19 0,23 + 0,00 0,58 + 0,61 0,32 + 0,18 0,22 + 0,02 0,22 + 0,04
Muskel | 0,06 + 0,01 0,04 + 0,02 0,03 + 0,01 0,02 + 0,01 0,13 + 0,18 0,03 + 0,01
Tumor | 9,85 + 1,75 6,79 + 1,23 8,15 + 2,24 7,77 + 5,18 7,81 + 1,86 5,85 + 0,10

Tabelle 5.20. Organverteilung nach intravendser Gabe von ""Lu-DOTA-(MC-FA-012)5 in CT26-

FAP-tumortragenden Nacktmausen. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.

30 min 1h 2 h 4h 6 h 24 h

Blut 1,19 + 0,05 0,36 + 0,15 0,29 + 0,16 0,04 + 0,01 0,04 + 0,01 0,04 + 0,05
Herz 0,51 + 0,06 0,18 + 0,05 0,17 + 0,09 0,10 + 0,01 0,09 + 0,01 0,062 0,01
Lunge | 127+ 0,15 0,70 + 0,53 0,68 + 0,59 0,45 + 0,09 0,65 + 0,51 0,19 = 0,01
Leber 0,55 + 0,02 0,38 + 0,13 0,36 + 0,17 0,41 + 0,08 0,43 + 0,07 0,36 = 0,04
Milz 0,39 + 0,05 0,20 + 0,08 0,26 + 0,18 0,59 + 0,11 0,63 + 0,08 0,46 + 0,02

Niere 183,70 + 9,34 148,13 + 55,63 171,93 + 97,37 245,19 + 43,08 259,45 + 61,80 213,41 + 5,51

Darm | 0,47 + 0,16 0,21 + 0,14 0,26 + 0,22 0,29 + 0,07 0,93 + 0,70 0,33 + 0,10
Gehirn | 0,03 + 0,00 0,02 + 0,01 0,02 = 0,01 0,32 + 0,18 0,22 = 0,02 0,22 + 0,04
Muskel | 0,39 + 0,10 0,20 + 0,07 0,20 + 0,17 0,02 + 0,00 0,13 + 0,18 0,03 + 0,01
Tumor | 6,42 + 1,20 3,02 + 1,33 3,16 + 1,76 777 + 5,18 7,81 + 1,86 5,85 + 0,10

Tabelle 5.21. Organverteilung nach intravendser Gabe von '""Lu-DOTA-(MC-FA-012); in
U87MG-tumortragenden Nacktméusen. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.
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Arg/Lys Gelafundin ohne Protektion
Blut 0,62 + 0,59 0,37 + 0,07 0,31 + 0,04
Herz 0,48 £ 0,51 0,25 + 0,04 0,20 + 0,01
Lunge 1,11 + 0,85 0,85 + 0,23 0,66 + 0,28
Milz 0,58 + 0,57 0,27 + 0,03 0,28 + 0,00
Leber 0,567 + 0,13 0,54 + 0,08 0,45 + 0,08
Niere 181,86 + 28,14 221,51 + 30,36 205,66 + 58,22
Muskel 0,36 + 0,19 0,25 + 0,11 0,36 + 0,12
Darm 3,25 + 4,59 0,08 + 0,02 0,31 + 0,03
Gehirn 0,03 + 0,02 0,03 + 0,01 0,03 + 0,01
FAP-Tumor 8,58 + 1,05 11,01 + 1,89 8,67 + 0,05
wt-Tumor 0,85 + 0,43 0,65 + 0,12 0,43 + 0,08

Tabelle 5.22. Organverteilung nach intravendser Gabe von 7" Lu-DOTA-(MC-FA-012)3 nach Ga-
be unterschiedlicher Nephroprotektoren in CT26-FAP-tumortragenden Nacktm&iusen. Mittelwert

+ Standardabweichung; n=3.

ohne Kompetition MC-Myc-010 (MC-FA-0116)3
Blut 0,39 0,49 + 0,06 0,52 + 0,07
Herz 0,21 0,24 + 0,03 0,24 + 0,04
Lunge 0,79 0,73 + 0,07 0,88 + 0,27
Milz 0,20 0,29 + 0,03 0,27 + 0,07
Leber 0,35 0,46 + 0,07 0,39 + 0,06
Niere 0,24 0,55 + 0,26 0,59 0,21
Muskel 143,49 178,78 + 8,37 159,56 + 15,18
Darm 0,23 0,38 + 0,07 0,26 + 0,05
Gehirn 0,02 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
FAP-Tumor 3,82 4,14 = 1,65 5,60 + 1,28

Tabelle 5.23. Organverteilung nach intravendser Gabe von '""Lu-DOTA-(MC-FA-012)3 nach
Gabe unterschiedlicher Kompetitoren in CT26-FAP-tumortragenden Nacktméausen. Mittelwert +

Standardabweichung; n=3 mit Kompetitor, n=1 ohne Kompetitor.
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FAPI-Derivate

Zeit (min) Tumor Niere Herz Blase Muskel Leber
0,125 0,08 0,96 1,71 0,08 0,06 0,11
0,375 0,19 2,20 2,13 0,16 0,18 0,86
0,75 0,24 2,64 1,63 0,18 0,22 1,14
1,25 0,27 3,15 1,28 0,21 0,28 0,95
1,75 0,29 3,89 1,06 0,32 0,31 0,73
2,25 0,34 4,41 1,01 1,27 0,37 0,73
2,75 0,37 3,75 0,90 2,36 0,38 0,60
3,25 0,38 3,21 0,81 2,95 0,37 0,59
3,75 0,40 2,81 0,74 3,38 0,41 0,52
4,25 0,40 2,54 0,69 3,79 0,41 0,49

5 0,42 2,21 0,63 4,46 0,40 0,45
6 0,42 1,89 0,57 5,34 0,39 0,40
7 0,44 1,66 0,52 6,16 0,38 0,36
8 0,44 1,51 0,49 6,95 0,39 0,34
9 0,45 1,20 0,45 7,99 0,36 0,32
10,5 0,46 0,97 0,42 8,63 0,36 0,29
12,5 0,47 0,95 0,37 9,52 0,34 0,26
14,5 0,48 0,85 0,34 10,53 0,31 0,24
16,5 0,49 0,74 0,32 11,35 0,31 0,23
18,5 0,50 0,66 0,30 12,05 0,31 0,22
22 0,50 0,55 0,27 12,99 0,28 0,20
27 0,51 0,46 0,24 14,15 0,25 0,18
32 0,51 0,41 0,22 14,99 0,24 0,16
37 0,51 0,38 0,21 15,64 0,22 0,16
42 0,51 0,36 0,19 16,09 0,22 0,14
a7 0,51 0,34 0,18 16,41 0,20 0,14
52 0,51 0,32 0,17 16,49 0,19 0,13
57 0,51 0,31 0,17 16,52 0,17 0,13

Tabelle 5.24. Maximale SUV-Werte von %8 Ga-FAPI-02 nach intravendser Gabe in HT-1080-FAP-

tumortragenden Nacktméausen.
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Zeit (min) Tumor Niere Herz Blase Muskel Leber
0,125 0,00 1,86 3,40 0,33 0,00 0,24
0,375 0,10 2,36 2,98 0,47 0,02 1,11
0,75 0,15 2,39 2,09 0,50 0,08 1,22
1,25 0,21 2,75 1,70 0,53 0,13 0,92
1,75 0,24 2,73 1,42 0,53 0,23 0,80
2,25 0,28 3,64 1,30 0,54 0,27 0,73
2,75 0,32 4,71 1,14 0,66 0,28 0,62
3,25 0,35 3,95 1,04 1,52 0,22 0,58
3,75 0,38 3,24 0,95 2,29 0,26 0,54
4,25 0,40 3,02 0,90 2,73 0,36 0,53

5 0,43 2,92 0,83 3,13 0,26 0,46
6 0,46 2,91 0,76 3,49 0,22 0,42

7 0,49 2,86 0,70 3,82 0,24 0,42
8 0,50 2,88 0,67 4,09 0,17 0,40
9 0,52 2,86 0,65 4,37 0,26 0,37
10,5 0,55 2,78 0,61 4,84 0,22 0,37
12,5 0,57 2,62 0,57 5,52 0,26 0,35
14,5 0,59 2,31 0,55 6,18 0,23 0,33
16,5 0,61 2,02 0,53 6,89 0,25 0,32
18,5 0,62 1,75 0,49 7,57 0,22 0,29
22 0,63 1,35 0,47 8,57 0,23 0,30
27 0,65 0,93 0,43 9,63 0,24 0,28
32 0,65 0,75 0,41 10,18 0,21 0,28
37 0,66 0,65 0,38 10,64 0,19 0,26
42 0,66 0,61 0,37 10,94 0,23 0,25
47 0,66 0,57 0,35 11,18 0,15 0,25
52 0,67 0,56 0,35 11,47 0,17 0,25
57 0,67 0,52 0,34 11,70 0,15 0,24

Tabelle 5.25. Maximale SUV-Werte von %8Ga-FAPI-02 nach intravendser Gabe in US87MG-

tumortragenden Nacktmé&usen.

141



Zeit (min) Tumor Niere Herz Blase Muskel Leber
0,125 0,27 1,34 2,97 0,16 0,13 0,11
0,375 0,26 1,79 2,39 0,17 0,23 0,96
0,75 0,29 1,85 1,94 0,17 0,24 1,01
1,25 0,31 2,12 1,55 0,18 0,28 0,81
1,75 0,32 2,31 1,33 0,20 0,31 0,67
2,25 0,37 2,60 1,23 0,22 0,34 0,61
2,75 0,36 2,85 1,10 0,23 0,33 0,53
3,25 0,38 3,06 0,98 0,33 0,33 0,50
3,75 0,41 3,01 0,89 0,69 0,34 0,44
4,25 0,40 2,76 0,83 1,12 0,31 0,41

5 0,40 2,48 0,75 1,60 0,31 0,36
6 0,42 2,29 0,68 2,06 0,31 0,34

7 0,42 2,18 0,63 2,42 0,28 0,32
8 0,42 2,04 0,58 2,74 0,26 0,28
9 0,44 1,85 0,54 3,11 0,26 0,28
10,5 0,44 1,49 0,50 3,67 0,25 0,25
12,5 0,44 1,12 0,45 4,27 0,24 0,24
14,5 0,46 1,01 0,41 4,65 0,22 0,21
16,5 0,45 0,94 0,38 4,93 0,22 0,20
18,5 0,45 0,85 0,35 5,23 0,20 0,19
22 0,45 0,70 0,32 5,69 0,18 0,17
27 0,44 0,57 0,29 6,18 0,17 0,16
32 0,43 0,48 0,26 6,56 0,15 0,14
37 0,41 0,42 0,24 6,88 0,15 0,14
42 0,41 0,37 0,23 7,12 0,15 0,14
47 0,40 0,35 0,22 7,31 0,14 0,13
52 0,40 0,33 0,21 7,49 0,14 0,12
57 0,38 0,32 0,20 7,67 0,14 0,12

Tabelle 5.26. Maximale SUV-Werte von %8Ga-FAPI-02 nach intravendser Gabe in Capan-2-

tumortragenden Nacktmé&usen.
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Zeit (min) Tumor Niere Herz Blase Muskel Leber
0,125 0,08 0,88 1,31 0,24 0,03 0,25
0,375 0,22 1,39 1,41 0,22 0,09 0,77
0,75 0,27 1,53 1,09 0,23 0,12 0,67
1,25 0,30 1,75 0,87 0,23 0,15 0,54
1,75 0,31 2,18 0,75 0,25 0,18 0,45
2,25 0,34 2,35 0,69 0,45 0,19 0,42
2,75 0,33 1,86 0,62 0,81 0,21 0,36
3,25 0,34 1,51 0,58 1,11 0,20 0,35
3,75 0,32 1,31 0,53 1,34 0,21 0,31
4,25 0,32 1,17 0,51 1,51 0,21 0,29

5 0,31 1,01 0,47 1,75 0,21 0,27
6 0,30 0,91 0,43 1,99 0,20 0,26
7 0,29 0,89 0,39 2,18 0,20 0,25
8 0,27 0,82 0,37 2,38 0,19 0,22
9 0,28 0,76 0,35 2,58 0,19 0,21
10,5 0,26 0,65 0,32 2,85 0,18 0,21
12,5 0,26 0,58 0,30 3,15 0,17 0,20
14,5 0,25 0,54 0,28 3,38 0,17 0,18
16,5 0,24 0,45 0,26 3,64 0,16 0,18
18,5 0,24 0,45 0,25 3,80 0,16 0,18
22 0,22 0,40 0,23 4,11 0,15 0,17
27 0,21 0,35 0,21 4,48 0,14 0,16
32 0,19 0,31 0,20 4,77 0,13 0,15
37 0,19 0,29 0,18 5,01 0,13 0,15
42 0,18 0,27 0,17 5,22 0,12 0,14
47 0,18 0,26 0,16 5,40 0,12 0,15
52 0,16 0,25 0,16 5,55 0,11 0,15
57 0,16 0,23 0,15 5,69 0,11 0,14

Tabelle 5.27. Maximale SUV-Werte von %®Ga-FAPI-02 nach intraventser Gabe in BxPC3-

tumortragenden Nacktmausen.
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Zeit (min) Tumor Niere Herz Blase Muskel Leber
0,125 0,09 1,36 2,40 0,20 0,16 0,27
0,375 0,18 2,26 1,97 0,29 0,24 0,91
0,75 0,23 2,63 1,58 0,32 0,28 0,86
1,25 0,28 3,38 1,30 0,40 0,31 0,74
1,75 0,31 3,22 1,14 0,90 0,31 0,65
2,25 0,36 2,96 1,11 1,60 0,35 0,62
2,75 0,38 2,58 1,02 2,09 0,35 0,58
3,25 0,39 2,31 0,95 2,50 0,37 0,55
3,75 0,40 2,10 0,90 2,84 0,34 0,49
4,25 0,41 1,95 0,85 3,14 0,34 0,47

5 0,42 1,74 0,78 3,52 0,33 0,44

6 0,43 1,57 0,72 3,94 0,33 0,40

7 0,43 1,45 0,66 4,29 0,32 0,37

8 0,43 1,35 0,62 4,59 0,31 0,35

9 0,43 1,28 0,57 4,87 0,29 0,33
10,5 0,44 1,10 0,54 5,31 0,29 0,31
12,5 0,44 1,02 0,48 5,71 0,27 0,27
14,5 0,44 1,02 0,45 6,02 0,25 0,25
16,5 0,44 0,89 0,42 6,34 0,24 0,24
18,5 0,45 0,72 0,39 6,67 0,23 0,22
22 0,45 0,77 0,35 7,04 0,20 0,21
27 0,46 0,68 0,31 7,57 0,17 0,19
32 0,47 0,56 0,28 8,02 0,15 0,17
37 0,48 0,55 0,25 8,35 0,14 0,15
42 0,49 0,47 0,22 8,67 0,12 0,15
47 0,49 0,43 0,20 8,91 0,11 0,13
52 0,50 0,41 0,18 9,15 0,10 0,12
57 0,51 0,36 0,17 9,35 0,09 0,12

Tabelle 5.28. Maximale SUV-Werte von 8 Ga-FAPI-04 nach intravendser Gabe in HT-1080-FAP-

tumortragenden Nacktmé&usen.
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Zeit (min) Tumor Niere Herz Blase Muskel Leber
0,125 0,09 1,25 2,29 0,21 0,08 0,20
0,375 0,22 2,11 2,73 0,23 0,24 1,05
0,75 0,30 2,34 1,99 0,25 0,30 0,96
1,25 0,37 2,62 1,54 0,26 0,33 0,76
1,75 0,42 3,07 1,29 0,28 0,37 0,67
2,25 0,50 3,54 1,23 0,47 0,45 0,63
2,75 0,54 3,25 1,08 0,92 0,41 0,58
3,25 0,55 2,79 0,99 1,46 0,38 0,53
3,75 0,57 2,39 0,92 1,95 0,40 0,52
4,25 0,59 2,07 0,85 2,37 0,38 0,52

5 0,61 1,76 0,79 2,88 0,40 0,47
6 0,63 1,43 0,71 3,46 0,39 0,42

7 0,65 1,18 0,65 3,91 0,37 0,40
8 0,66 1,06 0,61 4,25 0,35 0,40
9 0,67 0,98 0,56 452 0,36 0,36
10,5 0,67 0,91 0,53 4,87 0,34 0,35
12,5 0,68 0,80 0,49 5,27 0,33 0,33
14,5 0,68 0,71 0,45 5,62 0,30 0,33
16,5 0,68 0,67 0,43 5,89 0,29 0,32
18,5 0,68 0,63 0,41 6,13 0,30 0,31
22 0,68 0,57 0,38 6,48 0,27 0,29
27 0,68 0,52 0,34 6,87 0,25 0,27
32 0,67 0,51 0,32 7,14 0,25 0,27
37 0,66 0,51 0,30 7,33 0,23 0,27
42 0,66 0,53 0,29 7,44 0,23 0,26
47 0,66 0,60 0,28 7,49 0,22 0,26
52 0,65 0,66 0,28 7,50 0,22 0,26
57 0,65 0,70 0,27 7,50 0,21 0,26

Tabelle 5.29. Maximale SUV-Werte von %8Ga-FAPI-04 nach intravendser Gabe in SK-LMS-1-

tumortragenden Nacktmé&usen.
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Zeit (min) Tumor Niere Herz Blase Muskel Leber
0,125 0,01 1,47 3,28 0,24 0,02 0,24
0,375 0,05 2,43 2,44 0,23 0,04 0,93
0,75 0,08 2,66 1,84 0,24 0,10 1,18
1,25 0,12 2,97 1,49 0,36 0,11 1,01
1,75 0,14 2,85 1,28 0,70 0,14 0,85
2,25 0,17 2,95 1,20 1,03 0,13 0,81
2,75 0,19 2,91 1,06 1,24 0,16 0,77
3,25 0,20 2,86 0,98 1,40 0,20 0,67
3,75 0,22 2,86 0,91 1,55 0,18 0,62
4,25 0,23 2,82 0,84 1,73 0,17 0,59

5 0,24 2,69 0,76 2,04 0,16 0,53

6 0,26 2,41 0,69 2,50 0,17 0,49

7 0,27 2,02 0,65 2,95 0,16 0,45

8 0,29 1,69 0,61 3,33 0,17 0,44

9 0,30 1,41 0,56 3,67 0,17 0,44
10,5 0,31 1,15 0,53 4,06 0,17 0,40
12,5 0,33 0,94 0,48 4,42 0,16 0,38
14,5 0,34 0,79 0,45 4,72 0,16 0,37
16,5 0,35 0,69 0,43 4,96 0,17 0,35
18,5 0,36 0,62 0,41 5,16 0,17 0,33
22 0,37 0,56 0,37 5,44 0,16 0,31
27 0,39 0,47 0,33 5,75 0,16 0,30
32 0,41 0,42 0,31 5,99 0,15 0,28
37 0,42 0,38 0,28 6,19 0,14 0,27
42 0,43 0,35 0,26 6,35 0,13 0,25
47 0,44 0,34 0,25 6,47 0,14 0,24
52 0,45 0,32 0,23 6,57 0,14 0,24
57 0,45 0,31 0,23 6,64 0,14 0,23

Tabelle 5.30. Maximale SUV-Werte von 8Ga-FAPI-13 nach intravendser Gabe in HT-1080-FAP-

tumortragenden Nacktmé&usen.
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Zeit (min) Tumor Niere Herz Blase Muskel Leber
0,125 0,02 0,82 2,36 0,19 0,01 0,10
0,375 0,06 1,73 2,00 0,24 0,10 0,96
0,75 0,10 1,87 1,42 0,22 0,13 1,37
1,25 0,13 2,07 1,17 0,23 0,15 1,31
1,75 0,14 2,24 1,05 0,23 0,17 1,23
2,25 0,16 2,55 1,04 0,26 0,19 1,21
2,75 0,16 2,72 0,97 0,26 0,22 1,09
3,25 0,16 2,95 0,88 0,27 0,24 1,01
3,75 0,19 3,20 0,85 0,30 0,24 0,94
4,25 0,17 3,36 0,80 0,41 0,26 0,86

5 0,21 3,34 0,76 0,91 0,25 0,83
6 0,23 3,04 0,70 1,86 0,28 0,77

7 0,22 2,75 0,67 2,75 0,26 0,67
8 0,25 2,52 0,62 3,49 0,26 0,65
9 0,23 2,34 0,59 417 0,26 0,63
10,5 0,25 2,10 0,56 5,10 0,29 0,58
12,5 0,25 1,80 0,52 6,24 0,25 0,52
14,5 0,27 1,58 0,49 7,21 0,26 0,50
16,5 0,26 1,44 0,46 8,02 0,27 0,46
18,5 0,25 1,33 0,44 8,72 0,24 0,44
22 0,27 1,19 0,42 9,76 0,26 0,40
27 0,28 1,06 0,38 10,88 0,25 0,36
32 0,27 0,99 0,35 11,60 0,25 0,33
37 0,27 0,96 0,33 12,05 0,25 0,32
42 0,29 0,95 0,32 12,38 0,25 0,30
47 0,26 1,00 0,31 12,56 0,24 0,28
52 0,28 1,07 0,30 12,55 0,24 0,27
57 0,27 1,17 0,29 12,56 0,24 0,27

Tabelle 5.31. Maximale SUV-Werte von 8Ga-FAPI-15 nach intravendser Gabe in HT-1080-FAP-

tumortragenden Nacktmé&usen.
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30 min 1h 2h 4 h 6 h 24 h

Blut 2,13 +0,95 1,20 +0,18 0,63+005 0,38 +0,16 0,26+0,11 0,03 + 0,01
Herz | 0,82 +0,21 0,56 + 0,09 0,38 0,05 0,78 + 0,60 0,16 = 0,02 0,09 0,04
Lunge | 1,56 + 0,28 1,02 +0,15 0,59 0,01 0,44 + 0,20 0,26 = 0,07 0,10 0,02
Milz 0,51 + 0,13 0,38 = 0,05 0,26+ 0,02 0,31 0,17 0,18 0,04 0,21 + 0,05
Leber | 0,55+ 0,04 0,45 +0,07 0,40 =010 0,34 +0,11 0,31 0,07 0,34% 0,04
Niere | 2,23 +0,09 1,60 +0,08 1,28+0,13 1,260,228 134+0,19 1,29 + 0,30
Muskel | 1,77 + 0,23 1,17 + 0,33 0,93 + 0,38 0,52 + 0,05 0,48 + 0,13 0,09 + 0,01
Darm | 0,71 + 0,31 0,37 + 0,06 0,62 + 0,09 0,22 + 0,10 0,18 = 0,10 0,11 + 0,01
Gehirn | 0,09 + 0,01 0,06 + 0,01 0,07 0,02 0,07 +0,04 0,09 +0,04 0,02+ 0,01
Tumor | 3,86 + 0,44 4,51 + 0,82 4,70 + 1,19 4,00 + 0,56 3,22 + 1,20 1,12 + 0,13

Tabelle 5.32. Organverteilung nach intravendser Gabe von '""Lu-FAPI-02 in HT-1080-FAP-

tumortragenden Nacktmausen. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.

30 min 1h 2h 4h 6 h 24 h
Blut 1,19 £ 0,15 0,63 + 0,05 040 + 0,09 0,23 +0,03 0,15 +0,03 0,01 + 0,00
Herz 0,53 0,05 0,29 0,03 0,20 0,02 0,13 =002 0,10+ 0,01 0,02 + 0,00

Lunge | 0,96+ 029 0,71 +0,20 0,54+ 0,26 0,40 0,16 0,14 = 0,01 0,02 + 0,00
Milz 0,35+ 0,03 0,19 0,02 0,16 + 0,03 0,16 = 0,02 0,16 + 0,02 0,06 + 0,01
Leber | 0,43 +0,06 028 +0,01 023 +0,03 0,22+00l 026001 0,10 + 0,00
Niere | 2,61 +0,28 152+032 118+021 1,30+0,19 143 =014 0,56 + 0,07
Muskel | 0,71 0,06 0,66 + 0,19 0,47 = 0,06 0,29 + 0,05 0,16 = 0,07 0,03 + 0,01
Darm | 0,48 +0,14 0,18 + 0,01 0,15+ 0,03 0,10 + 0,01 0,10 + 0,02 0,02 + 0,00
Gehirn | 0,04 £0,01 0,03 + 0,00 0,02+0,00 0,01+0,00 001000 0,00 :0,00
Tumor | 10,12 + 3,65 8,52 +2,05 823 +229 538+0,35 3,37 +0,73 0,68« 0,11

Tabelle 5.33. Organverteilung nach intravendser Gabe von !7"Lu-FAPI-02 in US7MG-
tumortragenden Nacktmausen. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.
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30 min 1h 2h 4 h 6 h 24 h
Blut 1,44 £ 0,06 0,83 0,13 0,53 0,07 0,25+0,05 0,17 +0,01 0,01 % 0,01
Herz 0,60 = 0,05 0,37 + 0,03 0,29 +0,04 0,16 0,03 0,13 =001 0,03+ 0,01
Lunge 1,28 + 0,13 0,72 £ 0,02 0,51 £ 0,09 0,28 +0,05 0,20 £ 0,02 0,04 + 0,00
Milz 0,45 +£0,01 0,25+0,02 0,21 £0,04 0,16 +0,02 0,13 +£0,01 0,07 +0,01
Leber | 0,52 + 0,02 0,36 + 0,02 0,31 0,04 0,24+0,02 0242001 0,13 0,01
Niere | 2,02 +0,24 1,45+0,11 1,29+024 1,08 +0,14 1,03+0,15 0,56 + 0,03
Muskel | 1,34 + 0,03 0,94 =+ 0,17 0,60 + 0,10 0,42 + 0,04 0,31 £ 0,08 0,08 + 0,01
Darm 0,53 + 0,26 0,30 + 0,06 0,21 + 0,06 0,16 + 0,02 0,11 + 0,01 0,04 + 0,01
Gehirn | 0,12 + 0,09 0,05 + 0,01 0,02 0,02 0,02=001 003001 0,02x0,01
Tumor | 5,37 + 1,62 3,82 + 0,39 3,19 +0,89 1,84 =045 1,12 0,07 0,41 + 0,04
Tabelle 5.34. Organverteilung nach intravendser Gabe von '“"Lu-FAPI-02 in Capan-2-

tumortragenden Nacktmausen. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.

FAPI-02 FAPI-04 FAPI-05 FAPI-10 FAPI-13 FAPI-15
Blut 1,20 £+ 0,18 1,70 £ 0,21 1,04 + 0,17 241 +0,55 2,20 = 0,13 2,76 + 0,39
Herz 0,56 + 0,00 0,80 = 0,09 0,56 + 0,05 1,27 +0,21 1,02 +0,11 1,39 + 0,21
Lunge | 1,02+ 0,15 1,50 + 0,15 1,01 0,09 1,77+ 027 2,00 + 0,15 2,24 = 0,34
Milz 0,38 + 0,05 0,48 0,07 034002 0,72+0,10 0,75+ 0,02 0,93 + 0,18
Leber | 0,45+ 0,07 0,73 +0,12 0,47 +003 1,18+0,16 1,29 +0,15 1,20 + 0,25
Nieren | 1,60 + 0,08 2,28 + 0,48 148 +0,12 10,46 + 1,50 1,52 = 0,10 2,19 + 0,36
Muskel | 1,17 + 0,33 0,92 + 0,02 1,45 +0,23 1,67+ 035 1,36 + 0,58 1,89 = 0,38
Darm | 0,37 + 0,05 0,66 + 0,20 0,54 0,08 0,76 + 0,15 0,61 = 0,17 0,94 % 0,16
Gehirn | 0,06 + 0,01 0,08 + 0,00 0,07 +0,02 0,10 + 0,04 0,12 + 0,03 0,11 = 0,02
Tumor | 4,51 + 0,82 4,89 + 0,82 6,02 +0,90 3,19+ 072 6,26 + 0,57 3,41 = 1,13

Tabelle 5.35. Organverteilung ausgewéhlter FAPI-Derivate eine Stunde nach intravendser Gabe

in HT-1080-FAP-tumortragenden Nacktméausen. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.
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FAPI-02 FAPI-04 FAPI-05 FAPI-10 FAPI-13 FAPI-15

Blut 0,38 + 0,16 0,81 0,16 0,57 +0,08 1,28 +0,25 1,29 +0,14 1,19 + 0,12
Herz | 0,78 + 0,60 0,49 + 0,06 0,35+ 0,01 0,82 0,18 0,70 = 0,11 0,62 + 0,08
Lunge | 0,44+ 0,20 0,84 +0,10 0,51 +0,04 1,08 +0,12 1,35+0,11 1,15 = 0,03
Milz 0,31 0,17 0,45+ 0,06 0,28 + 0,04 0,69 = 0,12 0,68 + 0,07 0,76 + 0,11
Leber | 0,34+ 0,11 0,77 + 0,19 0,43 0,02 1,24 + 0,14 1,40 + 0,10 1,19 = 0,09
Nieren | 1,26 + 0,28 2,26 + 0,77 1,21 + 0,08 8,29 + 0,67 1,29 +0,05 1,95 + 0,18
Muskel | 0,52 + 0,05 0,82 +0,16 0,82 =006 1,07 +0,09 1,80 +0,06 1,12+ 0,15
Darm | 0,22 + 0,10 0,58 + 0,22 0,24 = 0,05 0,55 + 0,23 0,66 + 0,14 0,67 = 0,07
Gehirn | 0,07 + 0,04 0,08 + 0,02 0,05=0,01 0,06+0,0l 0,090,010 0,07 =0,01
Tumor | 4,00 + 0,56 5,43 + 1,51 578 0,60 291 + 0,12 8,73 + 0,77 4,55 = 0,32

Tabelle 5.36. Organverteilung ausgewéhlter FAPI-Derivate vier Stunden nach intraventser Gabe
in HT-1080-FAP-tumortragenden Nacktm#usen. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.

FAPI-02 FAPI-04 FAPI-05 FAPI-10 FAPI-13 FAPI-15

Blut 0,03+ 0,01 0,10 +001l 0,07 +0,01 0,07«002 02L+004 0,03z0,01
Herz | 0,09 +0,04 017 0,01 0,10 0,02 0,18 + 0,03 0,13+ 0,03 0,12 0,02
Lunge | 0,10 0,02 0,27 +0,04 0,12 %001 0,13 0,01 0,24 0,03 0,10 + 0,01
Milz 0,21 + 0,05 049 0,03 0,31 +0,04 052 +0,08 0,22+0,04 0,46 + 0,02
Leber | 0,34 +004 1,21 +0,05 0,62+010 1,16 +0,07 1,08 =030 0,99 + 0,06
Nieren | 1,29 + 0,30 2,07 + 0,17 0,75 + 0,07 6,70 + 0,65 0,55 = 0,08 0,85 + 0,20
Muskel | 0,09 + 0,01 0,29 + 0,02 0,35+ 0,04 0,20 + 0,01 0,38 = 0,06 0,16 + 0,04
Darm | 0,11 + 0,01 0,30 = 0,02 0,10 £ 0,02 0,15 + 0,03 0,30 + 0,15 0,08 + 0,02
Gehirn | 0,02 + 0,01 0,04 + 0,02 0,03 %001 00100l 003001 0,01 z0,00
Tumor | 1,12+ 0,13 2,97 + 0,23 2,78 £ 0,40 1,10 + 0,04 4,78 + 1,71 1,06 = 0,25

Tabelle 5.37. Organverteilung ausgewahlter FAPI-Derivate 24 Stunden nach intravendser Gabe
in HT-1080-FAP-tumortragenden Nacktmausen. Mittelwert + Standardabweichung; n=3.
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Tumor-Gewebe-Verhiltnis
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Abbildung 5.1. Tumor-Gewebe-Verhéltnis der untersuchten FAPI-Derivate nach einer, vier und
24 Stunden in HT-1080-FAP-tumortragenden M&usen; n=3.

151



Klinische Daten

DOTA-(MC-FA-012)3

1h 3 h
Aorta 2,26 + 1,01 1,93 + 0,48
Darm 1,62 + 0,53 1,81 + 0,77
Gehirn 0,28 + 0,14 0,35 + 0,14
Glutealmuskel 1,15 + 0,19 1,39 + 0,35
Leber 3,19 + 1,55 3,82 + 2,15
Lunge 1,05 £ 0,57 1,04 + 0,57
Milz 2,42 + 0,46 2,63 + 0,65
Nieren 85,83 + 22,12 115,50 + 23,23
Primértumor 4,39 + 2,89 5,70 + 5,01
Metastasen 4,95 + 2,58 4,72 + 2,74

Tabelle 5.38. Maximale SUV-Werte nach intravendser Injektion von ®®Ga-DOTA-(MC-FA-
012)3 in Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom. Mittelwert + Standardabweichung;

n(Organe)=8; n(Primirtumor)=7; n(Metastasen)=41.

1h 3h
Tu/Aorta 2,611 + 1,478 2,803 + 1,157
Tu/Darm | 3,398 £ 1,532 3,993 + 3,827
Tu/Gehirn | 22,331 + 12,624 14,639 + 6,146
Tu/Leber | 2,007 + 1,402 1,845 + 1,235
Tu/Lunge 5,225 + 1,877 5,549 + 2,177
Tu/Milz 1,936 + 1,005 2,065 + 0,794
Tu/Niere | 0,061 +0,024 0,047 = 0,022

Tabelle 5.39. Tumor-Gewebe-Verhiltnis nach intravendser Injektion von *®*Ga-DOTA-(MC-FA-

012)3 in Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom. Mittelwert + Standardabweichung; n=8.
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FAPI-Derivate

FAPI-02 FAPI-04
Blase 86,24 + 68,83 53,27 + 60,89
Colon 1,25 £ 0,28 1,30 + 0,36
Gehirn 0,27 £ 0,25 0,15 £ 0,09
Herz 2,24 + 0,81 1,14 + 0,22
Leber 1,99 + 0,42 1,09 + 0,25
Lunge 0,91 + 0,08 0,52 + 0,14
Milz 2,00 + 0,49 1,06 + 0,19
Muskel 1,28 + 0,22 1,26 + 0,17
Nieren 3,72 + 0,82 1,56 + 0,28
Pankreas 2,05 + 0,58 1,72 £ 0,92
Schilddriise 2,61 + 0,41 1,96 + 0,61
Tumor 12,32 + 3,36 14,83 + 7,39

Tabelle 5.40.

Maximale SUV-Werte eine Stunde nach intravendser Injektion von ®®Ga-FAPI-02

bzw. -04 in Patienten mit unterschiedlichen Tumorentititen. Mittelwert + Standardabweichung;

n=>,.

FAPI-02 FAPI-04
Tu/Colon 10,59 + 4,51 12,19 = 7,11
Tu/Gehirn | 80,76 + 60,23 82,53 + 32,12
Tu/Herz 596 + 2,43 13,17 + 6,12
Tu/Leber 6,45 + 2,47 13,79 = 6,17
Tu/Lunge 13,68 « 4,26 31,50 + 22,68
Tu/Milz 6,42 + 2,44 14,69 + 6,12
Tu/Muskel 10,26 + 4,42 11,50 + 4,43
Tu/Nieren 3,46 £ 1,35 9,89 + 5,73
Tu/Pankreas | 6,72 = 2,06 11,53 + 8,82

Tabelle 5.41. Tumor-Gewebe-Verhiltnis eine Stunde nach intravendser Injektion von *®Ga-FAPI-

02 bzw. -04 in Patienten mit unterschiedlichen Tumorentititen. Mittelwert + Standardabweichung;

n—>.
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