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Kurzzusammenfassung

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der Entwicklung und Evaluierung von

bifunktionellen Chelatoren und untergliedert sich in zwei verschiedene Projekte.

87r, das in der Immuno-PET von groBer Bedeutung ist, wird in klinischen Studien iiber
Desferrioxamin B (DFO) komplexiert. Jedoch weist [¥Zr]Zr-DFO-Komplex eine geringe
kinetische Inertheit auf, sodass eine Reihe neuer 3°Zr-Chelatoren entwickelt wurde. Ziel des
Hauptprojektes war der direkte Vergleich von sechs potenziellen Chelatoren DFO, DFO*,
CTH36, 3,4,3-(LI-1,2-HOPO), DOTA-GA und NOTA-GA hinsichtlich der kinetischen
Inertheit der gebildeten [*°Zr]Zr-Komplexe sowie ihrer in vivo-Pharmakokinetik. Um die
effiziente Konjugation mit einem gewliinschten Biomolekiil mittels iEDDA unter milden
Bedingungen zu gewéhrleisten, wurden die Chelatoren mit einem Tetrazin funktionalisiert.
Die Bestimmung der Radiomarkierungseigenschaften der Chelatoren und kinetischen
Inertheit der gebildeten 3°Zr-Komplexe erfolgte zunichst unter Verwendung des Peptids,
c(RGD1K) (13), das als Modellbiomolekiil diente. Wahrend DFO-, DFO*-, CTH36- und
3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-c(RGDfK) bei milden Reaktionsbedingungen radiomarkiert werden
konnten, wurde keine [*°Zr]Zr-Inkorporation fiir das DOTA-GA- und NODA-GA-Derivat
erzielt. In den EDTA-Challenge-Versuchen demonstrierten [*°Zr]Zr-DFO* und [%°Zr]Zr-
3,4,3-(LI-1,2-HOPO) eine hohe kinetische Inertheit und stellten damit geeignete Kandidaten
fiir die in vivo-Evaluierung dar. DFO, DFO* und 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) wurden mittels
iIEDDA an den Antikdrper Cetuximab gebunden, radiomarkiert und in einem HT-29-
tumortragenden Mausmodell mittels Kleintier-PET/CT untersucht. Hierbei wurde die hohe
kinetische Inertheit der Komplexe [*°Zr]Zr-DFO* und [*Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-HOPO) im
Vergleich zu [¥Zr]Zr-DFO, resultierend in einer geringeren Knochenanreicherung und einem
hoherem Tumor-zu-Hintergrundverhiltnis, bestitigt. [¥Zr]Zr-DFO* wies gegeniiber [*°Zr]Zr-
3,4,3-(LI-1,2-HOPO) ein vorteilhaftes pharmakokinetisches Profil mit einer geringeren
Anreicherung in Leber und Milz auf. DFO* ist daher der vielversprechendste Kandidat fiir

den Einsatz in der humanen Immuno-PET.

Ziel des Nebenprojektes dieser Arbeit war die Synthese und Evaluierung des bifunktionellen
Chelators CB-DO2A-GA, welcher eine Alternative zu den etablierten Chelatoren fiir ®*Ga
darstellt. Nach der erfolgreichen Synthese des Chelators wurde dieser hinsichtlich seiner
Radiomarkierungseigenschaften, kinetischen Inertheit des gebildeten Komplexes und
Serumstabilitdt mit den Chelatoren DOTA, NODA-GA und DOTA-GA verglichen. Hierfiir
wurden die Chelatoren mit dem Peptid TATE biofunktionalisiert. Im Gegensatz zu den



etablierten Chelatoren war die Radiomarkierung von CB-DO2A-GA-TATE nur wenig
effektiv, jedoch wies der [*®Ga]Ga-CB-DO2A-GA-Komplex eine hohe Serumstabilitit und
kinetische Inertheit gegeniiber DTPA auf. Folglich stellt CB-DO2A-GA einen geeigneten

Chelator zur Bildung von positiv geladenen ®*Ga-Komplexen dar.



Abstract

The present dissertation deals with the development and evaluation of bifunctional chelators

and is divided into two different projects.

897r, considered a radionuclide of great importance for Immuno-PET, is clinically complexed
via deferoxamine B. However, as [¥°Zr]Zr-DFO reveals a low kinetic inertness, a number of
new chelators have been developed. The aim of the main project was the direct comparison of
six potential ¥Zr chelators DFO, DFO*, CTH36, 3,4,3-(LI-1,2-HOPO), DOTA-GA and
NOTA-GA regarding the kinetic inertness of the formed complexes and their in vivo-
pharmacokinetics. For efficient conjugation with a desired biomolecule using iEDDA under
mild conditions, the chelators were functionalized with a tetrazine group. The determination
of radiolabeling properties of the chelators and the kinetic inertness of the formed 3°Zr-
complexes were first performed using the peptide ¢(RGDfK) as model biomolecule. While
DFO-, DFO*-, CTH36- and 3.,4,3-(LI-1,2-HOPO)-c(RGDfK) were radiolabeled under mild
reaction conditions, no 3°Zr incorporation was observed for the DOTA-GA and NODA-GA
derivative. In EDTA challenges, only [*Zr]Zr-DFO* and [*°Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-HOPO)
demonstrated a high kinetic inertness, making them suitable for the in vivo investigations.
Hence, DFO*, 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) as well as the reference DFO were introduced into the
antibody cetuximab, radiolabeled and examined in a HT-29-tumor-bearing mouse model
using small animal PET/CT. The higher kinetic inertness of [¥Zr]Zr-DFO* and [*°Zr]Zr-
3,4,3-(LI-1,2-HOPO) compared to [¥Zr]Zr-DFO, resulting in a lower bone accumulation and
higher tumor-to-background ratio, was confirmed. [®Zr]Zr-DFO* showed a favorable
pharmacokinetic profile over [*°Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-HOPO) with less accumulation in liver
and spleen. All in all DFO* represents the most suitable chelator for 3°Zr-labeling in human

Immuno-PET.

The aim of the side project was the synthesis and investigation of the bifunctional chelator
CB-DO2A-GA, a promising alternative to the established chelators of ®®Ga. After the
synthesis of the chelator, its radiolabeling properties, kinetic inertness of the complex and
serum stability were compared to those of DOTA, NODA-GA and DOTA-GA. For this
purpose, the chelators were introduced into the peptide TATE. In contrast to the established
chelators, the radiolabeling of CB-DO2A-GA-TATE was less efficient. In terms of the kinetic
inertness in the DTPA challenge and serum stability the [**Ga]Ga-CB-DO2A-GA-complex,



proved favorable, making CB-DO2A-GA a suitable ®*Ga-chelator, forming positive charged

[8Ga]-complexes.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Positronen-Emissions-Tomographie

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein nicht-invasives Bildgebungsverfahren,
bei der radiomarkierte Substanzen genutzt werden, um physiologische und biochemische
Prozesse auf zelluldrer und molekularer Ebene darzustellen. Nuklearmedizinische
Untersuchungsmethoden werden insbesondere in der Onkologie, aber auch in der Neurologie
und Kardiologie zur Diagnose und Therapiekontrolle verwendet. Sie basieren auf dem von
George de Hevesy entwickeltem Tracer-Prinzip bei dem kleinste pico- bis nanomolare
Mengen des Radiopharmakons fiir die Untersuchung von in vivo-Prozessen ausreichen.11Z]
Die Entwicklung von Hybrid-Systemen durch die Kombination der PET oder Single Photon
Emission Computed Tomography (SPECT) mit anderen bildgebenden Verfahren wie der
Computertomographie (CT) und der Magnetresonanztomographie (MRT) erlaubt die
Zuordnung der Stoffwechselvorginge zu den morphologischen Daten und somit die exakte

Bestimmung der Lage pathologischer Anomalien.[!

1.1.1. Funktionsweise der PET

Fir die PET-Untersuchung wird, meist intravends, ein positronenemittierendes
Radiopharmakon, auch Radiotracer genannt, appliziert. Positronenstrahler sind instabile
Nuklide mit einem Protoneniiberschuss oder Neutronendefizit im Kern. Beim g"-Zerfall wird
daher im Atomkern ein Proton unter Emission eines Positrons und eines Elektron-Neutrinos
in ein Neutron umgewandelt. Das Positron legt unter Verlust seiner kinetischer Energie noch
eine Weglinge von wenigen Millimetern zuriick, bevor es mit einem Elektron der
umgebenden Materie interagiert. Die Weglédnge ist dabei abhingig von der initialen Energie
des Positrons und somit von dem eingesetzten Isotop. Bei der Kollision eines Elektrons mit
seinem Antiteilchen, dem Positron, kommt es schlieBlich zur Annihilation, bei der die
gesamte Ruheenergie beider Teilchen nach der Relativititstheorie (E = mg-c?) in
elektromagnetische Strahlung umgewandelt wird. Daraus resultieren zwei y-Photonen mit
einer charakteristischen Energie von jeweils 511 keV, die gemal3 des Impulserhaltungssatzes
in nahezu entgegengesetzte Richtungen (180°-Winkel) emittiert werden.!*! Das Messprinzip
der PET basiert auf der Koinzidenzmessung (gleichzeitigen Messung) dieser beiden yp-
Photonen. Der nicht-exakte 180°-Winkel und die Bewegung des Positrons durch die Materie

limitieren zusammen mit der Grof3e der Detektoren die Ortsauflosung der PET, die derzeit bei
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klinisch-genutzten Geriten 5 — 7 mm (priklinisch 1 — 2 mm)P! betréigt. Zur Erkennung der
emittierten Photonen sind mehrere Detektoren, meist Szintillationskristalle, ringformig um
das Gesichtsfeld, dem field of view (FOV), angeordnet. Treffen zwei Photonen in einem
Koinzidenzintervall von 6 — 12 ns auf einander gegeniiberliegende Detektoren, wird im PET
ein Koinzidenzereignis aufgezeichnet (Abbildung 1). Die gerade Linie zwischen den beiden
Detektoren wird [line-of-response (LOR) genannt. Durch die computergestiitzte
Rekonstruktion kann anhand der Schnittpunkte der LORs die Lage der Annihilationsprozesse
bestimmt werden und durch Verwendung von Korrekturfaktoren fiir zufillige Koinzidenzen
(Randoms) und Streuereignisse (Scatters) die Quantifizierung der Aktivitit des

Positronenstrahlers erfolgen.!?!

p-Zerfall
Ip—= in+ B*+ ve M

XN 24N+ BT+ 1 (2)

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Funktionsweise der Positronen-Emissions-Tomographie.

1.1.2. Radionuklide und zugelassene Radiopharmaka fiir die PET

Radiopharmaka konnen allein aus einem Radionuklid bestehen, jedoch sind sie meistens aus
einem Liganden und radioaktiven Nuklid aufgebaut. Der Ligand bindet mit einer hohen
Affinitdt und Spezifitit an verschiedenen Zielstrukturen wie Rezeptoren, Enzyme und
Transporter oder nimmt selbst an Stoffwechselvorgéngen teil. Hierdurch wird eine spezifische
Anreicherung der Aktivitit in dem Zielgewebe, wie dem Tumor, erreicht. Als Liganden
werden zum Beispiel niedermolekulare Verbindungen, Peptide, Nanopartikel oder Antikorper

verwendet. Das Radionuklid ist dabei entweder direkt liber eine kovalente Bindung oder
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mittels Komplexbildner bzw. Chelator, liber einen Linker mit dem Liganden stabil verbunden
(Abbildung 2).[9
Chelator

Q(
QQQ‘

Ligand &
(z. B. Peptid, small 00: = Zielstruktur
molecule, § (z. B. Rezeptor, Transporter,
mADb, Nanopartikel) hon Antigen)

£

O=

o=

o=

Abbildung 2. Schematische Darstellung eines Radiopharmakons.

Diagnostisch ~ verwendete = Radionuklide sind entweder  Photonenemitter  oder
Positronenemitter. Die  Anreicherung der p'-Strahlern ldsst sich anhand der
Koinzidenzmessung iiber die PET effizienter bestimmen als iiber die Messung der einzelnen
Photonen mittels SPECT.[) Die Wahl des Nuklids wird maBgeblich von der Verfiigbarkeit,
den radiochemischen FEigenschaften und der Bindung des Nuklids an den Liganden

beeinflusst.

Die positronenemittierenden Isotope ''C, >N und 'O erméglichen die Markierung von
Biomolekiilen ohne Anderung ihrer chemischen Eigenschaften. Mittels der ,,Bio*“-Isotope
konnen chemisch-identische ,Isotopentracer hergestellt werden, welche die direkte
Beobachtung  von  Stoffwechselprozessen  erlauben und  daher  hédufig in
Metabolisierungsstudien verwendet werden. Der klinische Einsatz der Nuklide ist jedoch
aufgrund der geringen Halbwertszeiten begrenzt im Hinblick auf: die Synthese des

Radiopharmakons, die Untersuchungszeiten und Transportzeiten.[®!

Das am héufigsten verwendete Radionuklid '°F, das ebenfalls kovalent an den Liganden
gebunden werden kann, besitzt eine deutlich hohere Halbwertszeit von 110 min. Die
Herstellung des Nuklids erfolgt analog zu ''C, ®N, und *O mittels Zyklotron. Jedoch erlaubt
die vergleichsweise lange Halbwertszeit den Transport und somit den kommerziellen Vertrieb
der Radiopharmaka. Einer der bekanntesten PET-Tracer ist das D-Glukose-Mimetikum 2-
['®F]Fluor-2-desoxy-D-glucose (['*F]JFDG), welches sich in Geweben und Organen mit hohem

Glukoseverbrauch, wie z. B. in gesundem Gehirngewebe und in Tumoren, anreichert.®]
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Neben '8F werden insbesondere ®®Ga-Radiopharmaka als PET-Tracer in der klinischen
Routine eingesetzt. [**Ga]Ga®>" kann iiber die Elution eines **Ge/**Ga-Generators gewonnen
werden. Dies erlaubt die direkte Gewinnung von ®®Ga in der Klinik und somit die
Unabhéngigkeit von einem Zyklotron. Anders als bei Halogenen und den ,,Bio“-Isotopen ist
bei der Verwendung von Radiometallen die Komplexierung des Metalls iiber einen Chelator
fiir die Bindung an den Liganden notwendig. Auch wenn ®Ga gegeniiber '°F auf Grund der
hoheren Energie der Positronen eine geringfiigig niedrigere Ortsauflosung besitzt, erlaubt die
Verwendung von Chelatoren die Therapie mit dem gleichen Liganden.[! Theranostische
Paare sind beispielsweise **Ga/'’’Lu und ®*Ga/”°Y."% Zwei zugelassene ®Ga-Tracer sind
[*8Ga]Ga-DOTA-TOC und [®®*Ga]Ga-DOTA-TATE. Sie bestehen aus einem Peptid TOC bzw.
TATE, die mit hoher Affinitdit an den Somatostatin-Rezeptor binden, und dem Chelator
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsiure (DOTA) (1), der *Ga komplexiert.!'!]

Tabelle 1. Ubersicht iiber die wichtigsten Radionuklide in der PET.[!?]

Nuklid tn f-Energie Emax [MeV] p-Zerfall [%]

nc 20.4 min 0.960 99.8

BN 9.97 min 1.199 99.8

50 2.04 min 1.732 99.9

BR 109.77 min 0.634 96.7
%4Cu 12.7h 0.653 17.6
8Ga 67.7 min 1.889 87.7

8¥7r 78.4h 0.902 22.7

1241 4.18d 1.535;2.138 11.7; 10.7

Die PET-Isotope !'C, 1*N, 0, '¥F, %®Ga besitzen eine kurze Halbwertszeit, sodass diese
lediglich fiir biologische Prozesse mit schneller Pharmakokinetik genutzt werden konnen. In
der derzeitigen Entwicklung der Immuno-PET, in der Antikorper oder Antikdrperfragmente
als Liganden verwendet werden, sind langlebige Nuklide wie ®*Cu, '>*I und %Zr daher von

enormer Bedeutung.!3!

1.2. Immuno-PET

In der Immuno-PET werden monoklonale Antikdrper (mAbs) oder Fragmente mit PET-
Radionukliden radiomarkiert, um die hohe Selektivitit und Affinitdt der mAbs mit der hohen
Sensitivitdt der PET zu kombinieren. Neben neuer hochspezifischer und sensitiver PET-

tracer, sind radiomarkierte Antikorper insbesondere in der Entwicklung Antikdrper-

4
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basierender Therapien von grolem Nutzen. Ihre Verwendung erlaubt die nicht-invasive
Detektion der Biodistribution und Pharmakokinetik des mAbs, sowie der Expression des

Zielrezeptors, sodass eine Vorhersage iiber den Therapieverlauf moglich ist.l!*13]
Bei der Immuno-PET miissen mehrere Aspekte beachtet werden.

(1) Der mAb muss mit hoher Affinitdt und Spezifitit an das Zielgewebe binden.

(2) Die Halbwertszeit (¢1,2) des Radionuklids muss zu der Pharmakokinetik des Antikdrpers
bzw. des Antikorper-Fragments passen.

(3) Zusitzlich wird eine geeignete Biokonjugationsmethode bendtigt, die weder die
Integritdt des mAbs, die Immunoreaktivitit noch die Bioverteilung des Antikorpers
beeinflusst.

(4) Das Radioimmunokonjugat muss iiber mehrere Tage eine hohe Stabilitidt in vivo
aufweisen, um so die vorzeitige Ausscheidung des Radionuklids oder aber die
Anreicherung des Radionuklids in bestimmten Geweben zu vermeiden. Dies erfordert

die stabile Bindung des Radionuklids mit dem mAb.['®!

1.2.1. Immunoglobuline in Therapie und Diagnostik

Seit der Entwicklung der Hybridomtechnik zur Herstellung von mAbs durch Georg Kohler
und Cesar Milstein 1975 sind diese als Liganden fiir Diagnose, Therapie und zur Kontrolle
des Therapieverlaufs von groBem Interesse.l!’l 1986 wurde der erste mAb Muromonab-CD3
zur Behandlung von TransplantatabstoBungen und 1997 der erste mAb zur Behandlung von
Krebs, Rituximab (B-Zell Non-Hodgkin-Lymphomen), von der Food and Drug
Administration (FDA) zugelassen. Seitdem steigt die Zahl an zugelassenen mAbs weiter an.

(18

2015 waren es 50 und im Juli 2021 bereits 100 zugelassene mAbs.['¥ Zur Steigerung der

Effektivitit und Reduzierung der Toxizitdt werden mAbs mit Zytostatika, Zytokinen, Toxinen

und Radionukliden konjugiert.['"]

Immunoglobuline der Subklasse IgG1 sind die am hdufigsten eingesetzten mAbs. Sie bestehen
aus zwei schweren (H) Polypeptidketten und zwei leichten (L) Ketten, die {iber
Disulfidbriicken Y-formig miteinander verbunden sind. Die H-Kette besteht aus drei
konstanten (Cpn) und einer variablen Doméne (Vy) und die L-Kette aus einer konstanten (Cy)
und einer variablen Doméne (Vi). Die zwei C-terminalen Doménen der H-Kette stellen die
Fc-Region (kristallisierbares Fragment) dar. Der obere Bereich, bestehend aus verbundener H-

und L-Kette, wird als Fap-Region (Antigen-bindendes Fragment) bezeichnet. Die

5
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hochspezifische Antigenbindung erfolgt {iber die variablen Doménen F, der H- und L-Kette
der Fa-Region.?%!] Die Struktur eines IgGi-Antikorpers ist nachfolgend dargestellt
(Abbildung 3).

Antigenbindungsstelle

@
HaN
HaN

Hypervariable ‘
Regionen

Fab

o
%%0c €00

Abbildung 3. Schematische Darstellung eines IgG-Antikorpers.

Aufgrund der GroBe von vollstindigen IgGs mit etwa 150 kDa werden diese nicht durch
glomeruldre Filtration ausgeschieden und besitzen daher eine nur langsame Clearance.
Weiterhin besitzen die Antikdrper eine langsame Pharmakokinetik, sodass im Hinblick auf
die Immuno-PET ein optimales Tumor-zu-Hintergrundverhéltnis erst in einem Zeitraum von
mehreren Tagen bis Wochen erreicht wird. Neben vollstindigen Antikérpern werden auch
Antikorper-Fragmente genutzt, die zwar eine geringere Akkumulation im Zielgewebe
aufweisen, jedoch auch eine schnellere Pharmakokinetik (1 — 12 h bis zu optimalem Tumor-

zu-Hintergrundverhiltnis).[!321]

mAbs werden insbesondere in der Onkologie zur Adressierung von im Tumor
iiberexprimierten Zielstrukturen wie den humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren
(HER1 bzw. EGFR und HER?2), des vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor-Rezeptors
(VEGFR), des B-Lymphozytenantigens CD20 oder des prostataspezifischen

Membranantigens (PSMA) verwendet.??! In Tabelle 2 sind fiir die Therapie zugelassene
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Antikorper, die insbesondere in der Entwicklung von Radioimmunokonjugaten genutzt

werden, zusammengefasst.

Tabelle 2. Therapeutische mAbs in der Entwicklung von Radioimmunokonjugaten.[?3]
mAb target Indikation
Panitumumab EGFR Kolorektalkarzinome

Kolorektalkarzinome, metastasierende

Cetuximab EGFR Plattenepithelkarzinome von Kopf und
Hals
Trastuzumab HER2 Brust- und Speiserohrenkrebs
Ibritumomab Tiuxetan CD20 Non-Hodgkin Lymphome
Tositumomab CD20 Non-Hodgkin Lymphome

Bevacizumab VEGE Darm-, metastasierender Brust- und nicht-
kleinzelliger Lungenkrebs
In der Therapie werden Radioimmunokonjugate, die als Radionuklide insbesondere a- und f"-
Emitter enthalten, eingesetzt. Die ersten Konjugate [*°Y]Y-Ibritumomab Tiuxetan (Zevalin®)
und [']I-Tositumumab (Bexxar®) wurden 2002 bzw. 2003 zur Behandlung von Non-
Hodgkin Lymphomen von der FDA zugelassen. Gleichzeitig erlaubt die Verwendung der
Nuklide *°Y und "*'I die Detektion von y-Photonen mittels SPECT, sodass die Radiopharmaka
als Theranostika genutzt werden konnen.”*! Fiir die SPECT wurde eine Reihe weiterer
Immunoglobuline mit *™Tc, "'In oder '*’I radiomarkiert und untersucht.!*! Da die PET eine
hohere Sensitivitdt und bessere Quantifizierbarkeit als die SPECT liefert, ist die Entwicklung

von PET-tracern fiir die Immuno-PET von groBem Interesse.['®!

1.2.2. Geeignete Radionuklide fiir die Immuno-PET

84Cu, 86Y, ?I und ¥Zr wurden aufgrund ihrer radiochemischen Eigenschaften in der
Entwicklung von Immuno-PET-Radiopharmaka untersucht. **Cu und %°Y besitzen lediglich
eine Halbwertszeit von 12.7h bzw. 14.7h, die unzureichend fiir die langsame
Pharmakokinetik eines intakten Immunoglobulins ist. Thre Verwendung ist somit auf den
Einsatz von Biomolekiilen mit mittlerer Pharmakokinetik, wie Antikorperfragmente, limitiert.
Beim Zerfall von ¢Y (68 % Elektroneneinfang (EC), 32 % f*-Zerfall) werden zudem mehrere
y-Photonen mit Energien zwischen 200 und 3000 keV emittiert, die die Detektion der
Annihiliationsphotonen stéren und so die Auflosung im PET stark herabsetzen. Die deutlich

héheren Halbwertszeiten von '?*I mit 4.18 d und **Zr mit 3.27 d eignen sich hingegen optimal
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fiir den Einsatz in der humanen Immuno-PET. Beim Zerfall von '?*I werden im Gegensatz zu
dem Zerfall von ¥Zr hoch-energetische Positronen (Emax = 2137.6 keV) emittiert, die zu einer
geringeren Ortsauflosung fithren.?*28] Wesentlich ist auch die Dehalogenierung der '**I-
markierten Antikdrper in der Zelle, die zu einer schnellen Freisetzung von [**I]I" aus der
Zelle und schlieBlich zu einer Akkumulation der Radioaktivitit in der Schilddriise und im
Magen fiihrt.?°! Im Gegensatz dazu verbleibt 3°Zr nach der Internalisierung in der Zelle,
sodass eine deutlich hohere Tumoranreicherung bzw. Tumor-zu-Hintergrundaktivitit erhalten

wird.?%! Alles in allem wurde daher ¥Zr das fithrende Nuklid in der Immuno-PET.

1.2.2.1. Zirconium-89

897r zerfillt {iber Positronenemission (23 %) oder EC (77 %) mit einer Halbwertszeit von
78.41h bzw. 327d zu dem metastabilen ¥™Y. Dieses zerfillt im Weiteren mit einer
Halbwertszeit von 15.7 s iiber y-Emission (Ey = 909 keV) zu dem stabilen ®Y. Beim f'-
Zerfall werden Positronen mit einer mittleren Energie von 396 keV bzw. einer maximalen
Energie von 902 keV emittiert (Abbildung 4). Die niedrige Energie resultiert in einer guten
Ortsauflosung in der PET. Zudem erlaubt der Energieunterschied der resultierenden
Annihilationsphotonen von 511 keV und p-Photonen von 909 keV die Unterscheidung der

Photonen und stdrt somit nicht die Detektion der Annihilationsphotonen.’!

971 (t,, = 78.41 h)

23% " (Epe. uax = 902 keV)
77% EC

MY (t,,=15.7s)

99% y (E, = 909 keV)

89Y (stabil)

Abbildung 4. Vereinfachtes Zerfallsschema von 3°Zr. Erstellt in Anlehnung an DERI ef al..2"]

Die Herstellung von *Zr erfolgt mittels Zyklotron iiber eine **Y (p,n)*Zr- oder ¥Y(d,2n)*Zr-
Reaktion. Bei beiden Herstellungsmethoden wird ein *Y-target, wie Yttriumfolie oder
Yttriumoxid-Pulver, die aufgrund des natiirlichen Vorkommens von %Y kommerziell
erhilltlich sind, verwendet.®!#?] Folglich weist ®*Zr eine hohe Verfiigbarkeit auf. Die
Y (p,n)*Zr-Reaktion ist die am hiufigsten verwendete Methode zur Herstellung von 3Zr.
Sie wurde 1986 von LINK et al. erstmals veroffentlicht und schlieBlich im Hinblick auf das
target, die Protonenenergie und Aufreinigung optimiert. Bei der Bestrahlung von ¥Y steht

insbesondere die Vermeidung von Nebenreaktionen, wie %Y (p,2n)*®Zr oder ¥Y(p,pn)®*Y, im
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Vordergrund.?”!*) Nach der Bestrahlung erfolgt die Isolation und Aufreinigung von ¥Zr
durch Losungsmittel-Extraktion und verschiedene Anionen-Austausch-Chromatographie-
Methoden.**! Insbesondere die Aufreinigung unter Verwendung von Hydroxamat-Harzen
nach MEUS et al. erweist sich als sehr effizient.**) HOLLAND et al. publizierten basierend
darauf 2009 eine ,standardisierte Methode® zur Produktion von #Zr. Hierbei wird nach der
Bestrahlung einer ¥Y-Folie, das target in 6 M Salzsiure geldst. Die Losung wird schlieBlich
auf das Hydroxamat-Harz aufgebracht. Daraufhin wird mit einer 2 M HCI und Wasser
gewaschen und schlieBlich %°Zr mittels 1 M Oxalsdure eluiert. [*°Zr]Zr-Oxalat kann so in
einer Reinheit von > 99.99 % mit einer Riickgewinnung der Aktivitdt von > 99.5 % erhalten

werden.P?

1.2.3. Biokonjugation mittels bifunktioneller Chelatoren

Die Einbringung von Radiometallen in ein Biomolekiil erfolgt meist iiber bifunktionelle
Chelatoren (BFCs), die aus einem Chelator zur Komplexierung des Radionuklids und einem
Linker mit einer reaktiven funktionellen Gruppe zur Biokonjugation mit dem mAb bestehen.
Um eine hohe Proteinintegritit, Immunoreaktivitdt und gute Bioverteilung der Antikorper zu
gewihrleisten, miissen mehrere Aspekte bei der Wahl der Konjugationschemie beachtet
werden.!')  Zum Erhalt der Proteinintegritit miissen die Reaktionen bei milden
Reaktionsbedingungen durchgefiihrt werden. Hierfiir wird meist ein pH zwischen 7 und 9,
eine Reaktionstemperatur von <40 °C und ein wissriges Losungsmittel gewihlt.*>] Des
Weiteren kann sich die Anzahl der Chelatormolekiile pro Antikorper sowohl auf die
Immunoreaktivitit als auch die Biodistribution auswirken. Mit steigender Zahl an Chelatoren
steigt die Wahrscheinlichkeit, dass die Konjugation an oder in der Né&he der
Antigenbindungsstelle stattfindet und so die Immunoreaktivitit herabsetzt. Neben der Zahl an
Chelatoren konnen auch die chemischen Eigenschaften wie Lipophilie und Ladung des
Chelators einen Einfluss auf die Biodistribution des mAbs haben.*®! Bei der Konjugation
spielt daher die Kontrolle der Integritidt und biochemischen Eigenschaften des mAbs mittels

Bindungsassays und in vivo-Experimenten eine tragende Rolle.!?6-7]

Der bislang am hiufigsten verwendete Chelator in %°Zr-Chelator-Biokonjugaten ist
Desferrioxamin B (DFO), siehe Kapitel 1.3.1.1.1 Im Folgenden liegt daher der Fokus auf

den Konjugationsmethoden von DFO.
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Das erste Verfahren zur Konjugation von DFO wurde von MEIS ef al. 1996 publiziert.!'’]
Hierfiir wurde zunichst ein S-Acetylthioacetat (SATA) mittels N-Hydroxysuccinimid (NHS)-
Aktivester mit dem primdren Amin des DFOs umgesetzt. Gleichzeitig erfolgte die
unspezifische Modifizierung von Lysin-Resten des mAbs mit Maleimid-Gruppen. Das DFO-
Derivat wurde schlielich unter Ausbildung einer Thioether-Bindung mit dem Antikorper

38391 Die Succinimid (Suc)-Ring-Thioethergruppe erwies sich jedoch bei

umgesetzt.
physiologischem pH-Wert als instabil.***!! VEREL et al. publizierte 1998 eine Methode zur
direkten Umsetzung der Lysin-Reste des mAbs unter Verwendung eines aktivierten 2,3,5,6-
Tetrafluorophenol (TFP)-DFO-Derivates. Fiir die Synthese des TFP-Derivates war die
Blockade der Hydroxamatgruppen mit Fe** notwendig. Nach der Konjugation von TFP-Suc-
DFO mit dem mAb erfolgte schlieBlich die Entfernung von Fe’" mittels EDTA.[*!! Eine
weitere, deutlich einfachere, Methode wurde von PERK et al. beschrieben, der p-Isothiocyanat

(NCS)-Benzyl-DFO zur Konjugation verwendete.[*?] Die nicht-selektiven
Biokonjugationsmethoden sind in folgender Abbildung dargestellt (Abbildung 5).

A F
FO JO]\
NH,  +
Qe - AL QY
F

B
. e
()/\NH2 * SCN/©/ O/\NJLN
c 0

(0] (o]
O/\NHz + qOJ\R O/\HJLR

0]

Abbildung 5. Nicht-selektive Biokonjugationsmethoden der Chelatoren R mit den Aminogruppen von Lysinen
unter Verwendung eines (A) TFP-, (B) NCS- bzw. (C) NHS-Chelator-Derivates. Die Biomolekiile sind als graue
Sphére dargestellt.

Um die Problematik der Blockierung der Antigenbindestelle zu umgehen, publizierte
TINIANOW ef al. zu der gleichen Zeit drei DFO-Derivate Bromacetyl (Bac)-, lodacetyl (Iac)-
und Maleimidcyclohexyl (Chx-Mal)-DFO zur Positions-spezifischen Konjugation an
generierte Thiolgruppen auf der Antikdrperoberfliche.*¥) Diese selektive Konjugation ist
insbesondere bei der Verwendung von Antikorperfragmenten von Bedeutung, da diese im
Vergleich zu einem intakten Antikorper einen geringeren Anteil an Lysin-Resten auBerhalb
der Antigenbindungsstelle besitzen. Folglich ist die Wahrscheinlichkeit, dass die

Biokonjugation zu einem Verlust an Immunoreaktivitit fiihrt, bei Antikorperfragmenten
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hoher.?! In folgender Abbildung sind Konjugationsmethoden von Chelatoren mit

Thiolgruppen dargestellt (Abbildung 6)

A

H
O/\SH + x/\rorN‘R E—— O/\s/\n/H‘R
o)

X=8Br, |
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Q- @AR I IN):O
o O/\s

Abbildung 6. Selektive Biokonjugationsmethoden von Chelatoren R mit generierten Thiolgruppen unter

Verwendung eines (A) Bac- oder lac-bzw. (B) Maleimid-Chelator-Derivates. Die Biomolekiile sind als graue

Sphére dargestellt.

Weiterhin gewinnen ,,Click“-Reaktionen als Biokonjugationsmethoden zunehmend an
Bedeutung. Sie verlaufen bei milden Reaktionsbedingungen mit schneller Reaktionskinetik,
nahezu quantitativ, chemoselektiv in wéssrigem Medium und lassen sich mit den zuvor
vorgestellten nicht-selektiven und selektiven Methoden verbinden. Des Weiteren ermdglicht
die Bioorthogonalitidt der Reaktionen modulare und somit auch theranostische Anwendungen.
Zu den zur Biokonjugation genutzten Reaktion gehoren die Kupfer(I)-katalysierte Azid-
Alkin-[34+2]-Cycloaddition (CuAAC), die ringgespannte (strain-promoted) Alkin-Azid-
Cycloaddition (SPAAC) sowie die Inverse electron-demand Diels-Alder (1IEDDA)-
Reaktion.[*!! Die iEDDA-Reaktion, die 2008 von BLACKMAN et al. publiziert wurde, weist
gegeniiber den anderen ,,Click*“-Reaktionen viele Vorteile auf. So zdhlt die iEDDA, bei der
1,2,4,5-Tetrazine mit verschiedenen Dienophilen in einer [4+2]-Cycloaddition umgesetzt
werden, zu den katalysatorfreien Click-Reaktionen wie die SPAAC.!** Als Dienophile
werden beispielsweise trans-Cycloocten (TCO) oder Norbornen verwendet. Zusétzlich besitzt
die iEDDA-Reaktion gegeniiber der SPAAC und der CuAAC eine deutlich hoéhere
Umsatzrate, die in den letzten Jahren unter Verwendung verschiedener Tetrazine, Dienophile
und Lésungsmittel weiter optimiert wurde.[***’! Ein Beispiel fiir die modulare Anwendung
der iIEDDA wurde 2011 von ZEGLIS et al. publiziert. Hierbei wurde DOTA- und DFO-
Tetrazin (24) fiir die **Cu- und %Zr-Radiomarkierung von Trastuzumab, das zuvor mit
Norbornen modifiziert wurde, eingesetzt.*®! Die bioorthogonalen Reaktionen sind in

nachfolgender Abbildung dargestellt (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Bioorthogonale Konjugation von modifizierten Biomolekiilen mit bifunktionellen Chelatoren iiber
die (A) CuAAC, (B) SPAAC bzw. (C) iEDDA-Reaktion. Die Biomolekiile werden als graue Sphére und die
bifunktionellen Chelatoren als R dargestellt.

1.3. Chelatoren

Chelatoren spielen eine Hauptrolle in der stabilen Anbringung der Radiometalle an den
Liganden. Insbesondere die kinetische Inertheit des gebildeten Radiometall-Chelator-
Komplexes, aber auch seine chemischen Eigenschaften, Ladung und Lipophilie sind wichtige
Parameter, um eine geeignete Biodistribution des Radiopharmakons zu erzielen und off-target
Anreicherungen des Radionuklids zu vermeiden.*”’ Im Folgenden wird die
Komplexierungschemie fiir #Zr, das insbesondere in der Immuno-PET genutzt wird, und fiir

%8Ga, das eines der am hiufigsten klinisch verwendeten Radiometalle ist, vorgestellt.

1.3.1. Chelatoren fiir Zirconium-89

Zirconium ist ein Metall der vierten Gruppe in der fiinften Periode, dessen vorwiegende
Oxidationsstufe im Wissrigen +4 ist. Zr*" besitzt eine hohe Ladung und bei einer achtfachen
Koordination einen relativ geringen Ionenradius von 84 pm.*”] Folglich stellt [**Zr]Zr*" eine
harte Lewis-Sdure dar, die harte sauerstoffreiche Donoren, darunter Hydroxamate,

Carboxylate, Carbonyle und Hydroxypyridinone (HOPOs) bevorzugt.[*”]

In Tierstudien wurde gezeigt, dass freies [*°Zr]Zr**, injiziert als [**Zr]Zr-Oxalat oder [*°Zr]Zz-
Chlorid, zu einer hohen Akkumulation der Aktivitdt in den Knochen, davon 33 % in den

Epiphysen, fiihrt, wihrend nur eine geringe Anreicherung der Radioaktivitdt von 0.1 % im

12
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Knochenmark zu finden ist. Grund dafiir ist die hohe Affinitit des *°Zr gegeniiber
Hydroxylapatit Cas[OH(PO4);].°% Die daraus resultierende hohe Dosisbelastung fiir die
Knochen sowie fiir das blutbildende Knochenmark hebt die Notwendigkeit einer kinetisch-

inerten Komplexierung des [*°Zr]Zt*" hervor.

Fiir die Entwicklung von spezifischen Zr*"-Chelatoren wurde zuniichst die
Koordinationschemie von Zr*" unter Verwendung von den am meisten verwendeten
Chelatoren Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) (2) und Diethylentriaminpentaessigsdure
(DTPA) (3) mittels Kristallstrukturanalyse bestimmt. In beiden Komplexen Zr-EDTA und Zr-
DTPA ist die Koordinationszahl acht. EDTA (2) bendtigt im Gegenteil zu DTPA (3) zwei

4+ 311 Dies resultiert in

weitere Wassermolekiile zur Sattigung der Koordinationssphére von Zr
einer geringeren thermodynamischen Stabilitit von Zr-EDTA gegeniiber Zr-DTPA.[*"]
Allerdings war bei dem Versuch der Radiomarkierung eines DTPA-mAbs die *Zr-
Inkorporation <0.1 %. Weder EDTA (2) noch DTPA (3) stellen damit einen geeigneten
Chelator fiir #°Zr dar.’*l Als Begriindung hierfiir wird das harte Siuren und Basen (HSAB)-
Prinzip herangezogen. DTPA (3) komplexiert %°Zr iiber drei Stickstoff- und fiinf

Sauerstoffatome. Das harte [*Zr]Zr**-Kation bevorzugt jedoch die Komplexierung iiber harte

Sauerstoffatome wie z.B. in Hydroxamatgruppen.>*

OH OH

Ogﬁ (0] Ogﬁ
HO\H/\N/\/N\)J\OH HO\H/\N/\/N\/\N/\H/OH

o Kfo (0] O O o

OH OH OH
EDTA DTPA
2 3

Abbildung 8. Struktur der Chelatbildner EDTA (2) und DTPA (3).

1.3.1.1. DFO ein geeigneter Chelator fiir Zirconium-89?

DFO (4), urspriinglich ein bakterielles Siderophor zur Komplexierung von Fe**, ist der am
hiufigsten verwendete Chelator fiir %°Zr.'8) Strukturell besteht DFO (4) aus einer
Aminogruppe, die zur Biokonjugation genutzt werden kann, und drei Hydroxamatgruppen zur
Komplexierung des Radiometalls. Der erste [**Zr]Zr-DFO-Komplex wurde 1992 von MEIIS et
al. publiziert.’* Neben einer effektiven %°Zr-Radiomarkierung von DFO (4) bei milden
Reaktionsbedingungen (pH 7, Raumtemperatur (RT), 0.5 — 1 h, 3°Zr-Inkorporation > 95 %)),

demonstrierte der [¥°Zr]Zr-DFO-Komplex eine hohe Serumstabilitit.[3%41:3

13
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In mehreren préklinischen Studien wurde DFO (4) zur Radiomarkierung von Antikérpern
genutzt. Abhingig von dem in vivo-Verhalten der eingesetzten Antikorper zeigte sich jedoch
dabei hdufig eine Akkumulation der Radioaktivitit in den Knochen von 5 — 10 %ID
[562.35,16565] yjes deutet auf eine nicht ausreichende kinetische Inertheit des [*°Zr]Zr-DFO-
Komplexes hin, die zur Freisetzung des osteophilen [*°Zr]Zt* fiihrt.['®) DFO (4) ist ein
sechszihniger Chelator, der die Koordinationssphire von [*°Zr]Zr*" nicht vollstindig sittigen
kann. Die von HOLLAND et al. durchgefiihrten DFT-Rechnungen zeigten, dass die
Vervollstindigung der Koordinationssphire von Zr*" durch zwei Wassermolekiile,

resultierend in Zr[DFO(H20).]*, thermodynamisch bevorzugt ist (Abbildung 9).55!

HNJ/\/;/NA\(

VRV

(0]
o]
897 —
N\O// \OH
2

0. 0
é\\ N
NH,
HN A
L o) _

[89Zr]zr-DFO
[89zr]zr-4

Abbildung 9. Komplexstruktur von [%Zr]Zr-DFO ([*Zr]Zr-4) und DFT-optimierte Struktur des achtfach-
koordinierten Komplexes [[¥Zr]Zr-DFO-cis-(H,0),]". Erstellt mit Gaussian® 09WS" und Gauss View 5.0 mit

den xyz-Koordinaten, die von HOLLAND ef al. publiziert wurden.!

Die Annahme, dass der Hauptgrund der Labilitit des [*Zr]Zr-DFO-Komplexes in der
unvollstindigen Koordination von ®Zr liegt, fiihrte zu der Entwicklung einer Reihe an neuen

achtzihnigen ¥Zr-Chelatoren, sowie sechszihnigen makrocyclischen Chelatoren.?!

1.3.1.2. ¥Zr-Chelatoren basierend auf DFO

Ein Ansatz zur Entwicklung neuer kinetisch-inerter **Zr-Komplexe war die Erweiterung der
DFO-Struktur 4 mit einer zusétzlichen Hydroxamatgruppe. PATRA et al. veroffentlichten 2014
das DFO-Analogon, DFO* (5) (Abbildung 10). Die Struktur von DFO* (5) wurde in einer
DFT-Rechnung optimiert und konnte ausgehend von dem kommerziell erhéltlichen DFO-
Mesylat synthetisiert werden. Die Radiomarkierung von DFO* (§) verléduft, wie die von DFO
(4), effizient bei milden Reaktionstemperaturen und resultiert in einem 1:1-Zr-zu-Chelator-
Verhiltnis.[*®! Der direkte Vergleich der Biokonjugate [*Zr]Zr-DFO*-NCS-Trastuzumab und
[¥Zr]Zr-DFO-NCS-Trastuzumab zeigte die deutlich hhere kinetische Inertheit von [*°Zr]Zr-
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DFO*  gegeniiber [*Zr]Zr-DFO, welche auch unter Verwendung anderer
Konjugationsstrategien bestitigt wurde.[®>*!l DFO* (5) besitzt, wie DFO (4), nur eine geringe
Wasserloslichkeit. Im Hinblick darauf wurde DFO* (5) durch die Einfiihrung von
Sauerstoffatomen optimiert. Der direkte Vergleich in Transchelatierungs- und in vivo-
Experimenten zeigte, dass sich oxoDFO* (6) (Abbildung 10) gleichermaBen fiir die *°Zr-
Komplexierung eignet wie DFO* (5).1%]

s H ? T H H

N~oH N‘OH

&Hw HHINHZ

oxoDFO

Abbildung 10. #Zr-Chelatoren DFO* (5) und oxoDFO* (6).

Einen weiterer vielversprechenden Chelator ist DFOcyclo* (7) (Abbildung 11), bei dem ein
cyclisches Hydroxamat zur Komplettierung der Koordinationssphire genutzt wird.
DFOcyclo* (7) zeigte in den Challenge-Versuchen mit EDTA (2) eine dhnlich hohe Stabilitit
wie DFO* (5). Das Biokonjugat, bei dem der Chelator iiber einen NCS-Gruppe in

Trastuzumab eingefiihrt wurde, zeigte in vivo sogar eine signifikant geringere Anreicherung

als DFO* (5) in den Knochen.[®*)
(¢]
NH
o HO o
1

DFOcycIo
Abbildung 11. ¥Zr-Chelator DFOcyclo* (7).
Weitere vielversprechende Chelatoren fiir Zr basierend auf der Struktur von DFO (4), sind
DFO-HOPO (8) und DFO2 (9) (Abbildung 12). DFO-HOPO (8) ist ein kommerziell

erhilltlicher Chelator, der urspriinglich als Komplexbildner zur Behandlung von Pu*'-

Intoxikationen entwickelt wurde,/** und DFO2 (9) ist der neuste Chelator fiir 3°Zr, bei dem
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zwei DFO-Einheiten iiber eine p-NO-Ph-Einheit verbunden sind. Beide *Zr-Chelator-
Komplexe zeigten in den Transchelatierungsexperimenten eine hdhere kinetische Inertheit als
[3°Zr]Zr-DFO. Fiir beide Verbindungen steht die Derivatisierung zur Biokonjugation sowie

die anschlieBende in vivo-Evaluierung eines 3°Zr-Chelator-mAb-Konjugates noch aus.[®”]

O,

(¢] (0]
HOsN
Neop OJ\ O,N NH H OH o) H OH
N\/\/\/NWL AN MN\/\/\/N
o s oAy y y e
H [¢] [¢] OH (e]
N
DFO2
\ 7/ 9
DFO-HOPO

8
Abbildung 12. #Zr-Chelatoren DFO-HOPO (8) und DFO2 (9).

1.3.1.3. Makrocyclische Chelatoren

Die Komplexierung mit makrocyclischen Chelatoren fiihrt im Allgemeinen zu einer héheren
kinetischen Inertheit gegeniiber Komplexen mit acyclischen Chelatoren. Grund dafiir ist die
rigide vororganisierte Struktur des Makrocyclus, die bei der Metallkoordination zu einem
geringeren Entropieverlust als bei acyclischen Chelatoren fiihrt (makrocyclischer Effekt).
Jedoch sind fiir die Komplexierung bzw. Radiomarkierung mit makrocyclischen Chelatoren

meist hohere Temperaturen und Reaktionszeiten notwendig.*!

ZHAI et al. untersuchten das Siderophor Fusarinin C (FSC) (10) und das Analogon
Triacylfusarinin C (TAFC) (11) (Abbildung 13) als Chelatoren fiir *Zr. FCS (10) ist ein
makrocyclischer Chelator mit drei Hydroxamatgruppen zur Komplexierung des Radiometalls
und drei primdren Aminen, welche die Derivatisierung des Chelators mit den Liganden
ermdglichen. In den Transchelatierungsexperimenten wiesen sowohl das Konjugat [*Zr]Zr-
FCS-c(RGDfK) als auch das nicht-konjugierte [*°Zr]Zr-TAFC eine héhere kinetische Inertheit
als DFO auf. Auch in vivo wurde iiber einen Zeitraum von 4 h bzw. 6 h keine signifikante
Knochenanreicherung beobachtet.l®! In einer weiteren Studie, in der FCS (10) iiber eine
Maleinimid-Funktion in den Antikdrper ZEGFR:2377 eingebracht wurde, war jedoch die
Knochenanreicherung nach 24 h vergleichbar mit der von [¥Zr]Zr-DFO-ZEGFR:2377.1¢7]

16



Einleitung

— HN-R
0 N,

. o d o o
\N 0]
H

OH QA /
N
o o HON
O»Y\)
NH
R
R=H 10

FCS
TAFC R=COCH; 11

Abbildung 13. Makrocyclische #Zr-Chelatoren FCS (10) und TAFC (11).

SEIBOLD et al. nutzten computerbasierte Methoden zur Entwicklung eines neuen cyclischen
Chelators mit vier Hydroxamatgruppen. Aus den DFT-Rechnungen wurde geschlossen, dass
die optimale Kavitit zur Komplexierung von [¥Zr]Zr*" durch 36 Atome gebildet wird.
Folglich wurde der Chelator CTH36 (12) (Abbildung 14) entwickelt. Nach der Synthese von
CTH36 (12) wurde der Chelator mit einer Tetrazinfunktion derivatisiert und in das
Modellpeptid c(RGDfK) (13) eingefiihrt. CTH36-c(RGDfK) (14) konnte effizient
radiomarkiert werden und der gebildete Komplex wies eine hohe kinetische Inertheit
gegeniiber EDTA (2) im Vergleich zu DFO (4) auf. Die in vivo-Evaluierung des Komplexes

steht jedoch noch aus.[%?!

0
HNy_\—\
N
HO
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Abbildung 14. Makrocyclischer ¥Zr-Chelator CTH36 (12).

Neben auf Hydroxamatgruppen basierenden Makrocyclen wurden auch die etablierten
Chelatoren DOTA (1) und 1,4,7-Triazacyclononan-1,4,7-triessigsdure (NOTA) (15), die
insbesondere bei der Komplexierung von *®Ga eingesetzt werden, als potenzielle Chelatoren
fiir 3°Zr identifiziert. PANDYA et al. fiihrten eine vergleichende Untersuchung verschiedener
polyazamakrocyclischer Chelatoren (Abbildung 15) durch und konnte hierbei in
Transchelatierungsexperimenten die hohe kinetische Inertheit von [Zr]Zr-DOTA, [**Zr]Zr-
NOTA und [¥Zr]Zr-PCTA gegeniiber [**Zr]Zr-DFO zeigen. Ein Nachteil von DOTA (1) war
die Notwendigkeit des Einsatzes von hohen Temperaturen (> 90 °C) sowie die Verwendung
von [%Zr]Zr-Oxalat anstelle von [¥Zr]ZrCls bei der Radiomarkierung. NOTA (15) und
3,6,9,15-Tetraazabicyclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-triessigsdure (PCTA) (16)
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konnten hingegen bei einer Reaktionstemperatur von 37 °C mit [*°Zr]ZrCls markiert

werden.[%-70]

o . 0._OH B
/\ T N
HE/E\N Ni\gH OY\ NN OYN N/YO
HO OH OH Q,NJ OH N OH
P ANIASS kfo _g
0 0 HO
OH %
DOTA NOTA PCTA
1 15 16

Abbildung 15. Polyazamakrozylische #Zr-Chelatoren DOTA (1), NOTA (15) und PCTA (16).

1.3.1.4. ¥Zr-Chelatoren mit Hydroxypyridinonen und Terephtalamidgruppen

DERI et al. untersuchten 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) (17) (Abbildung 16), das urspriinglich zur
Komplexierung von Pu*' entwickelt wurdel’!); als potenziellen Chelator fiir 3°Zr. Dieser
komplexierte ¥Zr iiber vier 1,2-HOPOs bei RT innerhalb einer Stunde quantitativ. In den
Transchelatierungsversuchen gegeniiber EDTA (2) und biologisch relevanten Metallen blieb
[3°Zr]Zr-3,4,3-(L1-1,2-HOPO) iiber sieben Tage nahezu stabil. Weiterhin wurde von DERI et
al. ein bifunktionelles Derivat des Chelators 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-SCN zur Konjugation mit
einem mAb hergestellt. Das resultierende radiomarkierte [*°Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-
Trastuzumab zeigte neben einer hohen Serumstabilitit eine geringe Knochenanreicherung
gegeniiber [*°Zr]Zr-DFO-Trastuzumab. Ein Nachteil der Verwendung von 3,4,3-(LI-1,2-
HOPO)-SCN ist die geringe Ausbeute bei der Synthese von nur 1.4 % iiber neun Stufen.!”>74

3,4,3-(L1-1,2-HOPO)
17

Abbildung 16. ¥Zr-Chelator 3,4,3-(L1-1,2-HOPO) (17).

Ein weiterer HOPO-basierter Chelator ist der achtzéhnige Chelator Tris(hydroxypyridinon)
(THPN) (18), der fiir die Komplexierung von [¥Zr]Zt+*" vier 3,4-HOPO-Gruppen enthilt
(Abbildung 17). Nach der effektiven Radiomarkierung wurde der Komplex in vitro und in
vivo, sowie in EDTA-Challenge-Experimenten untersucht. Hier zeigte der Komplex &hnliche

Ergebnisse wie [*°Zr]Zr-DFO, lediglich die kinetische Inertheit bei niedrigem pH-Wert (pH 5)
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war deutlich besser. Fiir eine vollstindige Charakterisierung sind die Synthese eines

bifunktionellen Chelators und das Einbringen in den Antikorper notwendig.!””!
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Abbildung 17. ¥Zr-Chelator THPN (18).

Zwei weitere Versuche [*°Zr]Zr*" mit hoher kinetischer Inertheit zu binden sind die
Chelatoren TAM-1 (19), welches auf vier Terephthalamidgruppen (TAM) basiert und
BPDET-LysH22-2,3-HOPO (20), das zur %°Zr-Komplexierung vier 3,2-HOPO-Gruppen
besitzt (Abbildung 18). Auch wenn die Radiomarkierung beider Chelatoren mit hoher
Effektivitit erfolgte, zeigten die entsprechenden [**Zr]Zr-Komplexe in vivo keine verbesserte

kinetische Inertheit bzw. geringere Knochenanreicherung im Vergleich mit [3Zr]Zr-DFO.["¢]

N N
(6] NH O NH HN O HN 9] O)\NH O)\NH HN/&O HN/&O
= =
N\:\O /_,0— N\:\O o—
/O\/\o/\/o\) _\—0 /O\/\o/\/o\) —\_0/_/
TA»IZI-1 BPDET-LysH22-2,3-HOPO
20

Abbildung 18. ¥Zr-Chelatoren TAM-1 (19) und BPDET-LysH22-2,3-HOPO (20).

1.3.2. Chelatoren fiir Gallium-68

%8Ga ist auf Grund seiner leichten Verfiigbarkeit iiber einen °*Ge/**Ga-Generator und der
Halbwertszeit von 67.6 min eines der klinisch am héaufigsten genutzten Nuklide zur
Radiomarkierung von Peptiden. Das Metall steht im Periodensystem in der vierten Periode
und 13ten Gruppe und kommt fast ausschlieBlich in der Oxidationsstufe +3 vor. Ga’" ist eine
harte Saure, die mit Sauerstoff-, Stickstoff- oder Schwefelatomen vier-, fiinf- oder sechsfach-

koordinierte Komplexe bildet.”'!! Der Ionenradius von Ga*' ist mit 62 pm wie auch die
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Koordinationschemie #hnlich zu der von Fe** (Ionenradius: 65 pm). Dies fiihrt bei einer
unzureichenden kinetischen Inertheit des [*®*Ga]Ga-Komplexes zur Bindung von [**Ga]Ga®*
an Blutproteine wie Transferrin und somit zu einer erhdhten Hintergrundaktivitit verbunden
mit einem herabgesetzten Signal-zu-Rauschen-Verhiltnis, was die Darstellung der
Zielstrukturen erheblich erschwert.””78) Bis heute wurde eine Reihe an verschiedenen
Chelatoren, die ®Ga mit hoher kinetischer Inertheit binden, entwickelt. Hierbei sind die am
héufigsten verwendeten funktionellen Gruppen fiir die Komplexierung Amine, Carboxylate,

Hydroxamate und Phenolate.”!

Der erste klinisch eingesetzte Chelator war EDTA (2), welches zur Elution der ersten
Generation an °Ge/®®Ga-Generatoren genutzt wurde. Der in situ-erzeugte Komplex wurde
insbesondere fiir die bildgebende Darstellung der Durchblutung im Gehirn genutzt.!””! Ein
weiterer acyclischer Chelator basierend auf der Struktur von EDTA (2) ist N,N'-Bis(2-
hydroxybenzyl)ethylendiamin-N,N'-diessigsdure (HBED) (21) (Abbildung 19). HBED (21)
enthilt anstelle von vier Carboxylatgruppen nur zwei Carboxylate und zwei Phenolate zur
Komplexierung. HBED (21) konnte effizient bei RT markiert werden und der entstandene
Komplex wies in den Studien eine hohe kinetische Inertheit in vivo auf. Folglich wurden
mehrere bifunktionelle Derivate darunter HBED-CC, HBED-AA und HBED-CI zur
Konjugation mit einem gewiinschten Peptid entwickelt. [**Ga]Ga-HBED-CC-PSMA wird

klinisch fiir die Diagnose von Prostatakrebs eingesetzt.[5%81]

on OH
o)\ o
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HO N/\/N\)J\OH HO N/\/N\)I\OH
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OH HO
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Abbildung 19. Acyclische ®3Ga-Chelatoren EDTA (2) und HBED (21).

Einer der am hiufigsten verwendeten Chelatoren fiir verschiedenste Isotope, darunter '!'In,
7Ly und Y ist DOTA (1). Auch fiir ®®Ga stellt DOTA (1) einen wichtigen Chelator dar. Die
Radiomarkierung erfolgt bei 95 °C innerhalb weniger Minuten. DOTA (1) kann ohne weitere
Funktionalisierung in den Liganden eingefiihrt werden und koordiniert trotz der Umsetzung
einer Carboxylatgruppe %®*Ga vollstindig.®” In der Klinik verwendete auf DOTA-basierende
8Ga-markierte Radiopharmaka sind [**Ga]Ga-DOTA-TOC und [**Ga]Ga-DOTA-TATE.[!!
Ein weiterer hiufig verwendeter Chelator ist NOTA (15). Dieser besitzt mit der 1,4,7-
Triazacyclononan-Ringstruktur eine geringere Kavitdtsgrofle als DOTA (1) und eignet sich

damit besser fiir die Komplexierung von ®Ga. [**Ga]Ga-NOTA besitzt im Vergleich zu
20
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[%¥Ga]Ga-DOTA eine hohere Stabilititskonstante. Zudem ldsst sich NOTA (15) bereits bei

RT radiomarkieren.®?! Auch die um jeweils eine Carboxylatgruppe erweiterten Strukturen

1,4,7,10-Tetra-azacyclododecan-1-glutarsdure-4,7,10-tetraessigsdure (DOTA-GA) (22) und

1,4,7-Triaza-cyclononan-1-glutarsdure-4,7-diessigsdure (NODA-GA) (23) werden fiir die

Komplexierung von %Ga eingesetzt. Insbesondere die Verwendung von NODA-GA (23)
anstelle von NOTA (15) fiihrt zu einer deutlichen Erhohung der Stabilitit.®”) Die Strukturen
von DOTA (1), NOTA (15), DOTA-GA (22) und NODA-GA (23) sind in der nachfolgenden

Abbildung dargestellt (Abbildung 20)
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Abbildung 20. Cyclische ®*Ga-Chelatoren DOTA (1), DOTA-GA (22), NOTA (15) und NODA-GA (23).
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2. Zielsetzung

2.1. Vergleichende Untersuchung von sechs Chelatoren fiir ¥Zr im Hinblick

auf ihre Eignung in der Immuno-PET

[3°Zr]Zr*" ist aufgrund seiner radiochemischen Eigenschaften ein geeignetes Radionuklid in
der Immuno-PET, die durch die Verwendung von Antikdrpern ein hochspezifisches
diagnostisches Bildgebungsverfahren darstellt. Die Einfiihrung von ¥Zr in den Radiotracer
erfolgt klinisch iiber den kommerziell erhdltlichen Chelator DFO (4). Allerdings weisen die
gebildeten 3°Zr-DFO-Komplexe in vivo nur eine geringe kinetische Inertheit auf, was mit der
Freisetzung von [¥Zr]Zr*" und somit der Anreicherung der Radioaktivitit in Knochen und
Gelenken einhergeht. Neben einer geringeren Bildqualitét ist dies aulerdem im Hinblick auf
die erhohte Dosisbelastung des himatopoetischen Knochenmarks problematisch. Aus diesem
Grund wurde in den letzten Jahren eine Reihe neuer Chelatbildner basierend auf der
vollstindigen Sittigung der Koordinationssphire von [*Zr]Zr*" und der Verwendung
verschiedener sauerstoffreicher funktioneller Gruppen entwickelt.['®2?) Mehrere Chelatoren
konnten im Vergleich zu DFO (4) eine verbesserte Komplexierung von [¥Zr]Zt*" sowohl in
EDTA-Challenge-Experimenten als auch in in vivo-Experimenten aufweisen.>%:60:68.73.69.70]
Gleichzeitig existieren jedoch nur wenige Vergleichsstudien der entwickelten Chelatoren,
sodass die Schliisselfrage, welcher der Chelatoren am besten fiir den Einsatz in der humanen

Immuno-PET geeignet ist, unbeantwortet bleibt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die vergleichende Untersuchung von sechs potenziellen
$897Zr-Chelatoren DFO (4), DFO* (5), CTH36 (12), 3,4,3-(L1-1,2-HOPO) (17), DOTA (1) und
NOTA (15) im Hinblick auf ihre radiochemischen Eigenschaften, die kinetische Inertheit der
gebildeten Komplexe sowie deren in vivo-Pharmakokinetik. DFO (4), der am héaufigsten
verwendete Chelator fiir ¥Zr, diente in der Arbeit als Referenzverbindung. Die *'Zr-

Komplexe sind in Abbildung 21 dargestellt.

Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewéhrleisten, war zundchst die Synthese von
Chelator-Derivaten fiir eine einheitliche Einbringung in das jeweilige Biomolekiil notwendig.
Die Biokonjugationsmethode spielt eine tragende Rolle in der Entwicklung von
Antikorperkonjugaten, da nicht nur die Methode selbst, sondern auch die Anzahl an
Chelatoren pro Antikérpern einen Einfluss auf die Komplexierungseigenschaften und die in

vivo-Pharmakokinetik haben kdnnen.[®38261 Als Konjugationsmethode wurde die iEDDA-
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Reaktion von Tetrazinen mit TCOs gewéhlt, die neben einer effizienten Modifizierung von

Biomolekiilen auch die Quantifizierung der Derivatisierungsstellen des mAbs ermdglicht.
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Abbildung 21. Darstellung der zu vergleichenden 3°Zr-Komplexe. Die Referenz [%°Zr]Zr-DFO sowie die
vielversprechenden Chelator-Komplexe [#°Zr]Zr-DFO*, [3Zr]Zr-CTH36, [¥Zr]Zr-NODA-GA, [¥Zr]Zr-DOTA-
GA und [*Z1]Zt-3,4,3-(L1-1,2-HOPO).

Die Derivatisierung der Chelatoren sollte ohne Einfluss auf die Koordinationssphére erfolgen.
Aus diesem Grund wurden anstelle der Verwendung von DOTA (1) und NOTA (15) die
backbone-funktionalisierten Analoga DOTA-GA (22) und NODA-GA (23) verwendet.
Wihrend die Tetrazinderivate DFO- (24), CTH36- (25) und DOTA-GA-Tetrazin (26)
literaturbekannt sind, 36848 mussten geeignete Syntheserouten zur Herstellung von DFO*-
Tetrazin (27) und 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Tetrazin (28) entwickelt werden. NODA-GA-

Tetrazin (29) war bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden.

Um die Analyse der gebildeten **Zr-Chelator-Komplexe zu erleichtern, sollten die Tetrazin-
Derivate tiber die iEDDA-Reaktion zunichst in ein Modellbiomolekiil eingebracht werden.
Nach der erfolgreichen Radiomarkierung sollte schlieBlich die relative kinetische Inertheit der
89Zr-Chelator-Peptidkonjugate in EDTA-Challenge-Experimenten bestimmt werden und die
vielversprechendsten Chelatoren in vivo in einem tumortragendem Mausmodell evaluiert
werden. Um eine ausreichend lange Blutzirkulation zu erreichen, wurden die Chelatoren
hierfiir in einen geeigneten intakten IgGi-Antikorper eingefiihrt. Der Modellantikorper
Cetuximab wurde im ersten Schritt mit TCO modifiziert. Nach der Biokonjugation des TCO-
mAbs 30 mit den Chelator-Tetrazinen 24 — 29 sollten die erhaltenen Chelator-Biokonjugate
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radiomarkiert werden. Bei ausreichender Immunoreaktivitit sollte schlieBlich die
Untersuchung der kinetischen Inertheit, Pharmakokinetik und Biodistribution in vivo mittels
Kleintier-PET/CT-Bildgebungsstudien sowie ex vivo in HT-29-tumortragenden Méusen

bestimmt werden.

2.2. Synthese eines neuen bifunktionellen -cross-bridged-Chelators und
Vergleich der %®Ga-Radiomarkierungs- und Stabilititseigenschaften mit

etablierten Chelatoren

In der klinischen Diagnostik von Krebs besitzt ®Ga, aufgrund seiner hohen Verfiigbarkeit und
der groen Anzahl an geeigneten BFCs zur stabilen Einfithrung, eine wachsende Rolle in der
Radiomarkierung von Peptiden. Die verschiedenen Chelatoren unterscheiden sich in ihrer
Ladung und Zahl an Carboxylaten, die nicht an der Komplexierung von [**Ga]Ga®" beteiligt
sind.’®"! In mehreren vergleichenden Studien wurde der Einfluss dieser Parameter auf die in
vitro- und in vivo-Pharmakokinetik unter Verwendung verschiedener Chelatoren fiir die **Ga-
Radiomarkierung von Peptiden untersucht. In den Studien unterschieden sich die Ergebnisse
fiir den am besten geeigneten Chelator in Abhéngigkeit des jeweiligen Peptids und der daraus
resultierenden Zielstruktur. Die Verwendung des negativ geladenen [*3Ga]Ga-DOTA-GA
anstelle der neutralen Komplexe [®Ga]Ga-DOTA und [*®Ga]Ga-NODA-GA fiihrt
normalerweise zu einer Senkung der unspezifischen Anreicherung in Leber und Milz,
withrend [*®Ga]Ga-DOTA und [*®*Ga]Ga-NODA-GA sich insbesondere im Hinblick auf die
Tumoranreicherung vorteilhaft auswirken.®”°2 Auch positiv geladene Komplexe wie
[®Ga]Ga-NOTA  demonstrierten in manchen Studien das hochste Tumor-zu-

Hintergrundverhiltnis.[>4

Das cross-bridged (CB)-DO2A (31) stellt eine Alternative zur Bildung positiv geladener
Komplexe dar. Es besitzt eine rigide verbriickte Geometrie, die die vollstindige Umbhiillung
des Radionuklids und somit die Bildung von positiv geladenen Komplexen mit hoher

93.36] Bislang existiert jedoch noch kein bifunktionelles CB-

kinetischer Inertheit ermdglicht.!
DO2A-Derivat fiir die Konjugation von CB-DO2A (31) mit Biomolekiilen. Das Ziel dieses
Nebenprojektes war daher die Synthese eines backbone-modifizierten CB-DO2A-GAs (32),
sowie dessen Vergleich mit den bereits etablierten Chelatoren DOTA (1), DOTA-GA (22)
und NODA-GA (23). Die resultierenden %Ga-Komplexe sind nachfolgend abgebildet

(Abbildung 22).
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Abbildung 22. Darstellung der etablierten ®*Ga-Komplexe [*®Ga]Ga-DOTA, [%Ga]Ga-NODA-GA, [*®Ga]Ga-
DOTA-GA und der Zielstruktur CB-DO2A-GA sowie des resultierenden %*Ga-Komplexes.

Wihrend die geschiitzten Chelatoren DOTA(#Bu);, DOTA-GA(tBu)s und NODA-GA(7Bu)3
kommerziell erhéltlich waren, sollte CB-DO2A-GA(/Bu), (34) ausgehend von CB-Cyclen
(35) hergestellt werden. Viele Arbeiten konzentrieren sich auf die nicht-konjugierten
Chelatoren, jedoch sind die daraus erhaltenen Daten unzureichend, da die Funktionalisierung
die Komplexstruktur als auch die Ladung des resultierenden Komplexes stark beeinflusst. Aus
diesem Grund wurden die Chelatoren zundchst mit dem Peptid TATE umgesetzt, um im
die der
die

Chelator-Peptid-Konjugate
der

Anschluss Radiomarkierungseigenschaften

Hierfur

zu

untersuchen. erfolgte ~ sowohl Evaluierung optimalen
Radiomarkierungsbedingungen als auch die vergleichende Untersuchung der kinetischen
Inertheit und Serumstabilitdt der gebildeten Komplexe. Des Weiteren wurde die Lipophilie

der gebildeten Komplexe, die einen gro3en Einfluss auf die Bioverteilung hat, bestimmt.
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3. Kapitel 1: Vergleichende Untersuchung von sechs
Chelatoren fiir ®Zr im Hinblick auf ihre Eignung in der
Immuno-PET

[96 [97]

Teilergebnisse des vorliegenden Kapitels wurden vorab in Cancers®® und Pharmaceutics

publiziert.

3.1. Synthese der Tetrazin-Derivate fiir die Konjugation

Im folgenden Kapitel wird die Synthese der jeweiligen Tetrazin-modifizierten Chelatoren
DFO- (24), DFO*- (27), 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)- (28) und DOTA-GA-Tetrazin (26) vorgestellt.
NODA-GA-Tetrazin (29) und CTH36-Tetrazin (25) waren bereits in der Arbeitsgruppe
vorhanden (Abbildung 23).[68!
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Abbildung 23. Darstellung der Chelator-Tetrazin-Derivate DFO- (24), DFO*- (27), CTH36- (25), DOTA-GA-
(26), NODA-GA- (29) und 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Tetrazin (28).
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3.1.1. DFO-Tetrazin

DFO-Tetrazin (24) wurde in Anlehnung an die Literatur unter Anderung der
Reaktionsreihenfolge hergestellt (Schema 1).[414898] Hierfiir wurde zunichst (4-(1,2,4,5-Tetra-
zin-3-yl)phenyl)methylammoniumchlorid (H-Tz-Bn-NH3ClI) (36) mit Bernsteinsdureanhydrid
unter basischen Bedingungen zu der Carbonsdure 37 umgesetzt. Nachdem 37 mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) aufgereinigt wurde, erfolgte die
Kupplungsreaktion mit DFO-Mesylat unter Verwendung von Benzotriazol-1-
yloxytrispyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (PyBOP) als Kupplungsreagenz. Im
Vergleich zu der Literatur, in der erst DFO-Mesylat in umgekehrter Reihenfolge mit
Bernsteinsiureanhydrid umgesetzt wurde***®! und anschlieBend die Kupplung mit H-Tz-Bn-
NH3Cl (36) erfolgte, konnten so héhere Ausbeuten erzielt werden. Des Weiteren fiihrte die
initiale Aufreinigung mittels praparativer HPLC aufgrund der geringen Loslichkeit in Wasser
und Acetonitril (MeCN) von DFO-Tetrazin (24) zu einem deutlichen Verlust an Substanz.
Anstelle dessen konnte 24 durch mehrfaches Ausféllen aus DMSO unter Zugabe eines 1:1-
Gemisches von MeCN und H>O aufgereinigt und somit in einer Gesamtausbeute von 56 %

(Lit.: 44 %348y {iber zwei Stufen erhalten werden.

H
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Schema 1. Darstellung der Syntheseroute von DFO-Tetrazin (24). Reaktionsbedingungen: (a) 1.2 Aq.
Bernsteinsdureanhydrid, 1.0 Aq. Triethylamin in DMF, RT, 4 h, Ausbeute: 86 %; (b) 1.1 Aq. DFO-Mesylat,
2.0 Aq. PyBOP, 3.0 Aq. Triethylamin in DMSO, RT, 3 h, Ausbeute: 65 %.

6‘
Cl'Hy

3.1.2. DFO*-Tetrazin

DFO* wurde basierend auf einer publizierten Syntheseroute mit geringfiigigen Anderungen
hergestellt (Schema 2).°°° Zunichst wurde O-Benzylhydroxylaminhydrochlorid (38) unter
Verwendung von Di-tert-Butyldicarbonat (Boc,O) tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-geschiitzt.
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Zur Herstellung von 39 wurde die Gabriel-Synthese verwendet.!'% Hierfiir wurde im ersten
Schritt 1-Brom-5-chlorpentan (40) mit Kaliumphthalimid umgesetzt. Die Nucleophilie der
Halogene nimmt in der Reihenfolge F~ > CI" > Br" > I' ab, sodass im ersten Schritt, bei der
Umsetzung mit 1.0 Aq. Kaliumphthalimid, nur Br~ durch Kaliumphtalimid substituiert wurde.
In einem Zwischenschritt erfolgte schlieBlich die Austauschreaktion des Chlors durch tBu-N-
(benzyloxy)carbamat (41). Hierbei wurden Natriumhydrid zur Deprotonierung des Amins und
Natriumiodid in katalytischen Mengen zur in situ-Erzeugung des Alkyliodids von 42, das eine
hohere Reaktivitdt als das Alkylbromid besitzt, eingesetzt. SchlieBlich folgte der zweite
Schritt der Gabriel-Synthese, in dem durch die Zugabe von Hydrazinhydrat selektiv ein
primidres Amin aus dem Phthalimid 43 hergestellt wurde. Das Amin wurde direkt im
Anschluss mit Benzylchloroformat umgesetzt, um das Benzyloxycarbonyl (Cbz)-geschiitzte
Amin 39 zu erhalten. Nach der Abspaltung der Boc-Schutzgruppe von 39 mittels einer 4 M
HCl in 1,4-Dioxan anstelle von Trifluoressigsiure (TFA)®, wurde das resultierende Amin 44
mit Bernsteinsdureanhydrid zu 45 umgesetzt. Im nichsten Schritt erfolgte die Kupplung von
DFO-Mesylat mit 45 in Dimethylformamid (DMF). Die Verwendung von PyBOP anstelle
von O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorphosphat (HATU) als
Kupplungsreagenz filhrte zu einer verbesserten Ausbeute von 67 % (Lit.: 34 %)),
AbschlieBend wurden die Benzyl (Bn)- und Cbz-Schutzgruppe von 46 durch Hydrierung
unter Verwendung von Palladium auf Aktivkohle (Pd/C) mit Wasserstoff entfernt und so

DFO* (5) erhalten.

Das Tetrazin-Derivat 27 wurde im Anschluss durch die Kupplung von 4-((4-(1,2,4,5-Tetrazin-
3-yl)benzyl)amino)-4-oxobutansdure (37) mit DFO* (5) unter Verwendung von PyBOP und
Triethylamin in Dimethylsulfoxid (DMSO) erhalten. Die Aufreinigung des Produkts 27
mittels semipriparativer HPLC fiihrte, aufgrund der geringen Loslichkeit in Acetonitril und
Wasser, zu einem erheblichen Ausbeuteverlust, sodass lediglich eine moderate Ausbeute von

19 % erhalten wurde.
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Schema 2. Darstellung der Syntheseroute von DFO#*-Tetrazin (27). Reaktionsbedingungen: (a) 1.0 Aq.

Triethylamin, 1.0 Aq. Boc,O in THF, RT, 2.5 h, Ausbeute: 97 %; (b) 1.0 Aq. Kaliumphtalimid in DMF, RT,
20 h, Ausbeute: 90 %; (c) 0.04 Aq. Natriumiodid, 1.35 Aq. Natriumhydrid in DMF, 85 °C, 19 h, Ausbeute:
95 %; (d) 4.79 Aq. Hydrazinhydrat, 1.20 Aq. Reflux, 3h, dann 1.20 Aq. Natriumcarbonat, 1.23 Aq.
Benzylchloroformat, RT, 24 h, Ausbeute: 62%; (e) 4 M HCI-Losung in 1,4-Dioxan, RT, 4 h, Ausbeute:79 %; (f)
1.50 Aq. Bernsteinsiureanhydrid in Pyridin, erst 100 °C, 2 h, dann RT, 12 h, Ausbeute: 79 %; (g) 1.0 Aq. DFO-
Mesylat, 1.46 Aq. PyBOP, 3.0 Aq. DIPEA in DMF, RT, 30 h, Ausbeute: 67 %; (h) Hz, 10 % Pd/C in Methanol,
Ausbeute: 70 %; (f) 1.0 Aq. 37, 2.0 Aq. PyBOP, 3.0 Aq. Triethylamin in DMSO, RT, 3 h, Ausbeute: 19 %.

3.1.3. Synthese eines 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Tetrazinderivats

Wihrend die Synthesen der Tetrazin-Derivate 24 und 27 ohne Schwierigkeiten durchgefiihrt
werden konnten und die Reaktionsbedingungen lediglich zur Erhohung der Ausbeuten
optimiert wurden, war die Entwicklung einer erfolgreichen Syntheseroute zur Herstellung

eines 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Tetrazinderivats mit erheblichen Herausforderungen verbunden.
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Zunichst wurde ausgehend von DERI ef al. eine Syntheseroute 1 entwickelt (Schema 3).[*! Im
ersten Schritt wurde versucht, selektiv drei Boc-Schutzgruppen einzufiihren. Hierfiir wurde
zunichst eine primédre Aminogruppe des Spermins (47) mit einer Trifluoracetylgruppe
geschiitzt. Um die Reaktion mehrerer Aminogruppen zu verhindern, wurde nur 1 Aq.
Ethyltrifluoracetat bei -78 °C zugegeben. Direkt im Anschluss erfolgte die Einbringung der
Boc-Schutzgruppen unter Verwendung von 6 Aq. Boc,O bei 0 °C. Im ersten Reaktionsschritt
wurden nicht alle Aminofunktionen umgesetzt, sodass neben dem gewiinschten dreifach Boc-
geschiitztem Spermin mit einer Trifluoracetylgruppe an einem Amin 48 auch das vierfach-
geschiitzte Spermin entstand. Das Nebenprodukt konnte nicht mittels Sdulenchromatographie
vollstindig entfernt werden. In der nichsten Stufe wurde daher das Gemisch (54 % Tetra-
Boc-Spermin) verwendet. Auch 49 wurde nach DERI et al. hergestellt, jedoch musste zur
vollstindigen Entfernung der Trifluoracetylgruppe das Reaktionsgemisch vier Tage bei pH 11
— 12 anstelle von, wie in der Literatur beschrieben, 16 h geriihrt werden.[®! Auch 49 wurde als
Gemisch des dreifach- und vierfach-Boc-geschiitzten Spermins in einem Verhiltnis von 69:31
erhalten. Da auch dieses Gemisch nicht mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt werden
konnte, wurde das Produkt ohne weitere Aufreinigung in der nichsten Stufe verwendet. Die
folgenden Versuche zur Einfithrung einer geschiitzten Carbonsduregruppe stellten sich
weiterhin als unzureichend dar. Bei der Reaktion von 49 mit Ethyl-3-brompropionat (50),
Benzyl-3-brompropionat (51) und Benzylacrylat (52) entstanden auBler den gewiinschten
Produkt 53 bzw. 54 zahlreiche Nebenprodukte, sodass eine Isolierung {iiber

Sdulenchromatographie nicht moglich war (Abbildung 24).
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Schema 3. Syntheseroute 1: Versuch der Synthese eines 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Tetrazin-Derivates.
Reaktionsbedingungen: (a) 1.0 Aq. Ethyltrifluoracetat in Methanol, -78 °C, 90 min, dann 6.0 Aq. Boc,O in
Methanol, 0 — 23 °C, 16 h; (b) 30%ige Ammoniakldsung (aq.) in Methanol, pH = 11 — 12, RT, 4 Tage, Ausbeute
(iiber a und b): quant.; (¢) R = Et: 1.1 Aq. 50, 1.0 Aq. Triethylamin in Acetonitril, RT, 24 h; (d) R = Bn: 1.1 Aq.
51, 1.75 Aq. K2CO; in DMF, 60 °C, 24 h; (e) R = -Ph: 1.0 Aq. 52 in Methanol, RT, 2 h.
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Abbildung 24. Reaktionskontrolle der Synthese von 54 unter Verwendung von (A) Benzylacrylat (52) oder (B)
Benzyl-3-bromopropanoat (53) mittels analytischer HPLC.

In einem weiteren Versuch wurde die direkte Einfiihrung der Tetrazingruppe in Spermin (47)
getestet (Schema 4). Hierfr wurde H-Tz-Bn-NH3Cl (36) zundchst mit 3-
Brompropionylchlorid (55) umgesetzt. Der so erhaltene pinke Feststoff wurde per HPLC und
Matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI)-Massenspektrometrie (MS) als das
gewiinschte Produkt 56 identifiziert. 56 wurde ohne Aufreinigung in der Umsetzung mit
Spermin (47) verwendet. Direkt nach der Zugabe zu einer Losung Spermin (47) in DMF

zersetzte sich 56 jedoch aufgrund der basischen Bedingungen vollstindig.
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Schema 4. Syntheseroute 2: Versuch der direkten Einfiihrung einer Tetrazinfunktion in Spermin (47).

Reaktionsbedingungen: (a) 1.0 Ag. 36, 1.0 Aq. DIPEA in DCM, RT, 3 h; (b) 1.5 Aq. 47 in DMF und DCM, RT.

SchlieBlich wurde ein neuer Ansatz zur Synthese eines Tetrazin-Derivates von 3,4,3-(LI-1,2-
HOPO) basierend auf einer aktuellen Publikation von BHUPATHIRAJU et al. gewéhlt, der die
Ausbeute der Synthese von 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-SCN von 1.4 % auf 14.3 % erhShen
konnte.”*! Hierfiir erfolgte die Anpassung der Zielstruktur.

Als Ausgangsstoffe fiir Syntheseroute 3C (Schema 5) wurden zunédchst 58 und 59
synthetisiert. 58 wurde in Anlehnung an ZHOU ef al. in einer zweistufigen Synthese (Schema
5, A) ausgehend von 60 hergestellt.'!] Hierfiir wurde 60 mit Peressigsiure unter sauren
Bedingungen oxidiert und anschlieBend die Hydroxylgruppe von 61 mittels Benzylchlorid
unter basischen Bedingungen geschiitzt. 59 wurde nach BHUPATHIRAJU et al.’* ausgehend
von 2-(4-Aminophenyl)ethan-1-ol (62) hergestellt (Schema 5, B). Zunichst erfolgte die
Schiitzung der Aminogruppe von 62 unter Verwendung von Boc20. Im Folgenden wurde die
Uberfiihrung des Alkohols 63 in das Tosylat 59 durchgefiihrt, sodass dieses im Anschluss in
einer nucleophilen Substitution mit Spermin (47) umgesetzt werden konnte. Hierbei wurde 59
im Unterschuss verwendet um den Anteil an mehrfach-gebundenen Aminogruppen so gering
wie moglich zu halten. Die Analyse des Rohproduktes mittels HPLC und MALDI-MS zeigte,
dass sich bei der Reaktion jedoch trotzdem zweifach-beladenes Spermin in einem Verhiltnis
von 1:4 (zweifach-zu-einfach beladenes Spermin) bildete. Nach der Aufreinigung mittels
semipréaparativer HPLC konnte 64 in einer Ausbeute von 63 % erhalten werden. Im néchsten
Schritt wurden die 1,2-HOPO-Gruppen eingefiihrt. Hierfiir wurde zunéchst die Carbonséure
58 mittels Oxalylchlorid in das Sdurechlorid tiberfiihrt, um damit das Spermin (47) an den
vier ungeschiitzten Aminogruppen zu acylieren. Die Ausbeute der Reaktion wurde
insbesondere durch die Bildung des dreifach-substituierten HOPO-Derivats, aber auch durch
die Bildung weiterer Nebenprodukte auf 17 % herabgesetzt. Im nédchsten Schritt erfolgte die
Entfernung der Boc- und Bn-Schutzgruppen von 65 unter stark sauren Bedingungen mittels
BCls.

Das so gebildete Ammoniumchlorid-Salz 66 wurde ohne weitere Aufreinigung direkt im

Anschluss unter Verwendung von PyBOP mit 4-(1,2,4,5-Tetrazin-3-yl)benzoesdure (67)
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umgesetzt. Als Tetrazin-Derivat wurde 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Tetrazin (28) in einer niedrigen

Ausbeute von 16 % und einer Gesamtausbeute von 1.6 % tiber vier Stufen erhalten.
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Schema 5. Syntheseroute 3: Optimierter Syntheseweg zur Herstellung von 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Tetrazin (28).

\\

/

(a) 2.70 Aq. Peressigsdure in Eisessig/TFA, 23 — 80 °C, 18 h, Ausbeute: 69 %; (b) 2.0 Aq. K,CO;, 1.20 Aq.
Benzylchlorid in Methanol, Reflux, 16 h, Ausbeute: 92 %; (¢) 2.0 Aq. Boc,O in DCM, RT, 16 h, Ausbeute:
96 %; (d) 1.05 Aq. Toluolsulfonylchlorid, 3.30 Aq. Triethylamin in DCM, RT, 15 h; (e) 0.51 Aq. 59, 2.0 Aq.
K>COs in Acetonitril, 0 — 80 °C, 16 h, Ausbeute:63 %; (f) 5.20 Aq. 58, 9.40 Aq. Oxalylchlorid, kat. DMF in
Benzol dann Zugabe zu (g) 40%ige KoCOs-Losung in DCM, RT, 48 h; Ausbeute iiber zwei Stufen: 17 %; (h)
1 M BCls-Losung in p-Xylen in DCM, RT, 16 h, Ausbeute: 91 %; (i) 1.0 Aq. 67, 2.0 Aq. PyBOP, 3.0 Aq.
DIPEA in DMSO, RT, 4 h, Ausbeute:16 %.
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3.1.4. Synthese von DOTA-GA-Tetrazin

Die Synthese von DOTA-GA-Tetrazin (26) erfolgte nach einer Vorschrift von LITAU et al.
(Schema 6).*¢) DOTA-GA-Anhydrid (68) wurde in einer nucleophilen Substitution unter
Ringéffnung mit  (4-(1,2,4,5-Tetrazin-3-yl)phenyl)methylammoniumformiat  (H-Tz-Bn-
NH3(HCOOQ)) (69) umgesetzt. Die Reaktion verlief innerhalb von 10 min und 26 wurde nach

der Aufreinigung mittels semipréparativer HPLC in einer Ausbeute von 42 % erhalten.

N

No o) N* j\
[ o) Mo r/ \N,N
N, 2 0©
W N NH; oP" H
HO [ j - o MN
HB\/N N\/EH a HE/\N " 0
_/
o 0 HO [N Nj OH
O)\/ \ /\/&O
68 26

Schema 6. Synthese von DOTA-GA-Tetrazin (26). 1.0 Aq. 69, 5.0 Aq. DIPEA, DMF, RT, 10 min, Ausbeute:
42 %.

3.2. Bestimmung der Radiomarkierungseigenschaften der Chelatoren sowie
der relativen Kinetischen Inertheit der resultierenden 3°Zr-Chelator-

Komplexe

Nach der erfolgreichen Synthese der Tetrazine 24, 26, 27 und 28 wurden sowohl diese als
auch NODA-GA-Tetrazin (29) zur Untersuchung der relativen kinetischen Inertheit liber die
1IEDDA-Reaktion mit einem Modellbiomolekiil, dem cyclischen Pentapeptid ¢c(RGDfK) (13),
verkniipft. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der ¥Zr-Radiomarkierungseigenschaften
sowie der Lipophilie der radiomarkierten Konjugate. Zur vergleichenden Untersuchung

wurden schlielich Challenge-Experimente mit EDTA durchgefiihrt.

Der Grund fiir die Verwendung eines Chelator-Biomolekiil-Komplexes anstelle der Tetrazin-
Derivate war, dass die kinetische Inertheit des iEDDA-Produktes gegeniiber der der Tetrazin-
Derivate fiir die spitere Verwendung in der Immuno-PET ausschlaggebend ist. Das Peptid
weist im Vergleich zu einem Antikorper eine deutlich geringere MolekiilgroBe auf und
vereinfacht somit die Analyse der folgenden Konjugationen, ¥Zr-Radiomarkierungen und

EDTA-Challenge-Experimente.
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3.2.1. Peptidsynthese und Konjugation

c(RGDfK) (13), das als Biomolekiil-Modellverbindung gewédhlt wurde, ist ein selektiver
Ligand fiir das ayBs3-Integrin, das in verschiedenen Tumoren wie in Melanomen, Brust- und

Eierstockkrebs iiberexprimiert wird.['%?]

Die Herstellung erfolgte mittels Festphasenpeptidsynthese nach literaturbekannten
Vorschriften unter Verwendung der Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-Strategie (Schema
7).[193:194] Die Aminosiurekupplungen wurden unter Verwendung von 2-(1H-Benzotriazol-1-
yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorphosphat (HBTU) und N,N-Diisopropylethylamin
(DIPEA) fiir 30 min in DMF durchgefiihrt. Zur Entfernung der Fmoc-Schutzgruppen wurde
Piperidin in DMF (1:1, v/v) verwendet. Nachdem die Peptidsequenz Fmoc-D-Phe-Lys(Boc)-
Arg(Pbf)-Gly-Asp(NovaSyn® TGA)-OAIl vollstindig aufgebaut war, wurde die
Allylschutzgruppe reduktiv mittels Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) (Pd(PPh3)4) und
Phenylsilan in Dichlormethan (DCM) entfernt. Nachdem die Fmoc-Schutzgruppe im
Basischen abgespalten wurde, erfolgte liber Nacht die Cyclisierung unter Verwendung von
HBTU und DIPEA. Die Abspaltung und gleichzeitigen Entfernung der sdurelabilen
Schutzgruppen wurde unter Verwendung der Abspaltlosung TFA/Triisopropylsilan (TIS)/H20
(95:2.5:2.5, v/v/v) durchgefiihrt und ¢(RGDfK) (13) wurde in einer Ausbeute von 59 %
erhalten. Im néchsten Schritt erfolgte die TCO-Funktionalisierung des c(RGDfK)s (13) unter
Verwendung des TCO-Aktivesters, (£)-Cyclooct-2-en-1-yl-(4-nitrophenyl)carbonat (TCO-
NPC).

a, b, Fmoc-Gly-OH NH

a, b, Fmoc-Arg(Pbf)- OH N

a, b, Fmoc-Lys(Boc)-OH _ NH HN

a, b, Fmoc-D-Phe-OH /\/\j O

> HN

O/\NJ\/OO\/ cade n
@ o

AL J@V @

Fmoc-Asp(Nova Syn TGA)-OAll

Schema 7. Festphasenpeptidsynthese von c(RGDfK) (13) unter Verwendung der Fmoc-Strategie und
anschliefende TCO-Funktionalisierung. (a) Fmoc-Abspaltung: Piperidin in DMF (1:1, v/v), RT, 7 min; (b)
Kupplung: 3.90 Aq. HBTU, 4.0 Aq. DIPEA in DMF, RT, 30 min; (¢) Allylabspaltung: 0.25 Aq. Pd(PPhs),
24.0 Aq. Phenylsilan in DCM, RT, 90 min; (d) Cyclisierung: 1.0 Aq. HBTU, 1.0 Aq. DIPEA in DMF, RT, 16 h;
(e) Abspaltung vom Harz: TFA/TIS/H,0 (95:2.5:2.5, v/v/v), RT, 3 h; Ausbeute iiber fiinf Stufen: 59 %; (f) TCO-
Modifizierung: 1.0 Aq. TCO-NPC, Ausbeute: 50 %.
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TCO-c¢(RGDfK) (70) wurde schlieBlich mit dem jeweiligen Chelator-Tetrazin 24, 27, 28, 26
und 29 in einer iEDDA-Reaktion umgesetzt (Schema 8). Aufgrund der geringen Loslichkeit
der Tetrazine, wurden die Reaktionen in einem DMSO-Wasser-Gemisch durchgefiihrt.
CTH36-c(RGDfK) (71), das bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden war, wurde in reinem
DMSO synthetisiert.®8] Unter Verwendung des DMSO-Wasser-Gemisches anstelle von
reinem DMSO konnte die Ausbeute bei der Umsetzung von DFO-Tetrazin (24) mit TCO-
¢(RGDfK) (70) auf 78 % gegeniiber 42 %[®® gesteigert werden. Alle Reaktionen verliefen mit
hoher Geschwindigkeit, sodass sich die pinke Losung bereits nach wenigen Minuten aufgrund
des Abreagierens des Tetrazins entfdarbte. Die Chelator-c(RGDfK)-Konjugate 72 — 76 wurden

in einer guten Ausbeute von 59 — 84 % erhalten.
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24: DFO-Tetrazin
72: DFO-c(RGDfK)
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HNN—N\—/—/_
o

27: DFO*-Tetrazin
73: DFO*-c(RGDfK)

25: CTH36-Tetrazin
71: CTH36-c(RGDfK)

OH

29: NODA-GA-Tetrazin
76: NODA-GA-c(RGDfK)

28: 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Tetrazin
74: 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Tetrazin

26: DOTA-GA-Tetrazin
75: DOTA-GA-c(RGDfK)

Schema 8. Bioorthogonale Konjugation der Chelatoren mit TCO-c(RGDfK) (70) mittels iEDDA-Reaktion. (g)
1.40 Aq. 24 bzw. 25 in DMSO, RT, 30 min, Literaturausbeute: 65 % (72) bzw. 42 % (71)!%]; (h) 1.10 Aq.
Chelator-Tetrazin (24, 26 — 29) in DMSO/Wasser (1:1, v/v), Ausbeuten: 78 % (72), 59 % (73), 84 % (74), 70 %
(75) und 67 % (76).
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In allen iEDDA-Reaktionen wurde zusétzlich zu dem jeweiligen 4,5-Dihydropyridazin (DHP)
jeweils ein Nebenprodukt gebildet. Der Anteil des Nebenprodukts war dabei abhéngig von
dem verwendeten Chelator-Tetrazin, sieche Tabelle 3. Wenn mdglich, wurden die
Nebenprodukte isoliert und mittels MALDI-MS und HR-ESI-MS analysiert. Die Massen
wiesen auf eine Oxidation der DHPs zu den jeweiligen aromatischen Pyridazinen hin. Dies ist
in Ubereinstimmung mit der Literatur, in der eine spontane Oxidation der DHPs beschrieben

wird [105,106]

Tabelle 3. Anteil an Pyridazin und DHP in % nach der HPLC-Aufreinigung der Rohprodukte 71 — 76.

¢(RGDfK)-Konjugate DHP [%] Pyridazin [%)]
DFO-c(RGDfK) (72) 95.5 4.5
DFO*-¢(RGDfK) (73) 61.8 38.4
CTH36-¢(RGDfK) (71) 93.8 6.2
3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-c(RGDfK) (74) 53.5 46.5
DOTA-GA-c(RGDfK) (75) 64.3 35.7
NODA-GA-c(RGDfK) (76) 82.6 17.4

Der Mechanismus der iEDDA-Reaktion (Abbildung 25) verlduft zunéchst iiber eine [4+2]-
Cycloaddition des Diens, dem Tetrazin, mit dem Dienophil, z.B. TCO. Anders als bei der
normalen electron-demand Diels-Alder-Reaktion bei der ein elektronenreiches Dien mit
einem elektronenarmen Dienophil reagiert, ist bei der iEDDA-Reaktion das Dien
elektronenarm und das Dienophil elektronenreich, sodass zur Bildung der o-Bindungen das
Lowest Unoccupied Molecular Orbital (LUMO) des Diens mit dem Highest Occupied
Molecular Orbital (HOMO) des Dienophils interagiert. Im zweiten Schritt, einer retro-Diels-
Alder-Reaktion, bei der N freigesetzt wird, entsteht zunédchst das 4,5-Dihydropyridazin.
Dieses isomerisiert zu den 1,4-Dihydropyridazin-Isomeren, welche weiterhin durch spontane

Oxidation Pyridazine bilden.!10%:196:46]

- =z~ N R'O X

I—/ ’}“) h‘ [4+2]-Cycloaddition R'0 7 > Cycloreversion '}‘

~~~~~~ N \\1/N N N
R'O \ N

R2 R2 Rz

4,5-Dihydropyridazin

Isomerisation

R'O R0 RO
| \'}‘ spontane Oxidation =z I}IH A r}l
ZN N+ o NH

Ro R, R,

Pyridazin 1,4-Dihydropyridazin Isomere

Abbildung 25. Darstellung des Mechanismus der iEDDA-Reaktion.
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Um die Homogenisierung der Produkte zu erreichen wurde versucht, die Bildung der
Pyridazine durch Erniedrigung des pH-Wertes zu erhdhen.!'1%”) Dies war jedoch nur bei 75
und 76 erfolgreich wahrend bei 71 — 74 die Oxidation langsamer als die Zersetzung der
Produkte war. Weiterhin konnte nur die Pyridazinform von 74 mittels HPLC isoliert werden,

wihrend 71 — 73 im Folgenden als DHP-Pyridazin-Mischung verwendet wurden.

3.2.2. ¥Zr-Radiomarkierung der Chelator-¢(RGDfK)-Konjugate 71 — 76

Im Folgenden wurden die erhaltenen Chelator-c(RGDfK)-Konjugate 71 — 76 mit %Zr
radiomarkiert (Schema 9). In der Literatur wurden die 3°Zr-Markierungen der DFO-, DFO*-,
CTH36-, 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Derivate unter milden Reaktionsbedingungen bei
Temperaturen <37 °C innerhalb von 1 — 2 h durchgefiihrt.5%¢%72] Die Komplexierung von
897r mit DOTA und NOTA benétigte hingegen weit hohere Temperaturen > 90 °C.[9%7 Zyr
spiateren Verwendung der Chelatoren, insbesondere bei der Radiomarkierung von
Antikorpern, sind milde Reaktionsbedingungen von Vorteil. Aus diesem Grund wurden die

Radiomarkierungen zunéchst bei 37 °C durchgefiihrt.

NH NH

NH
OJ\:’N OH a
2 o O
\ ©/
\N, NH
71-76 [89Zr]Zr-71 - [®%Zr]Zr-76

Schema 9. 3°Zr-Radiomarkierung der Chelator-c(RGDfK)-Konjugate 71 — 76. Reaktionsbedingungen: (a) 40 —
55 MBq [¥Zr]Zr-Oxalat auf 20 nmol 71 — 76 in 0.25M HEPES Puffer, pH = 7 — 7.3, 37°C, 1 — 5h,
Radiochemische Reinheit > 96 %.

Hierfiir wurden 20 nmol des jeweiligen Prikursors 71 — 76 mit 40 — 55 MBq einer [*Zr]Zr-
Oxalat Losung in 0.25 M 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsdure (HEPES)-Puffer
bei pH = 7.0 — 7.3 bei 37 °C inkubiert. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels Radio-HPLC.

Die Radiomarkierungen der Konjugate 71 — 73 war bereits nach einer Stunde mit einer *°Zr-
Inkorporation von > 96 % nahezu vollstdndig. Weiterhin fithrten die Markierungsbedingungen
bei der Verwendung der DHP/Pyridazin-Gemische fiir 71 — 73 zur Oxidation der DHPs und

somit zur vollstindigen Umsetzung in die dann einheitlichen Pyridazine. Wéhrend 73 bereits
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innerhalb einer Stunde vollstindig oxidiert vorlag, wurden fiir 72 drei und fiir 71 eine weitere
Stunde zur vollstindigen Oxidation bendtigt. Die Pyridazine [%Zr]Zr-71 — [¥Zr]Zr-73
konnten so als alleinige Produkte mit einer nicht-optimierten molaren Aktivitit von 2.0 —
2.75 GBg/umol erhalten werden. In der folgenden Abbildung ist der Oxidationsprozess,
exemplarisch fiir [¥Zr]Zr-72 dargestellt (Abbildung 26).

100

——1h
—3h
— an |78

50

25

Normalisierte Radioaktivitit [mAU]

Zeit [min]

Abbildung 26. Analytische Radio-HPLC-Chromatogramme der Radiomarkierung und des anschlieBenden

Homogenisierungsprozesses des Markierungsproduktes durch Oxidation, exemplarisch fiir [¥°Zr]Zr-72.

Im Gegensatz dazu stellte sich die Radiomarkierung des 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Derivates 74
als deutlich weniger effektiv heraus. Nach einer Stunde konnte lediglich eine Zr-
Inkorporation von < 51 % beobachtet werden. Um eine ausreichende radiochemische Reinheit
von >96 % zu erhalten, wurde die Markierungslosung insgesamt fiinf Stunden bei 37 °C
inkubiert. Des Weiteren entstanden, trotz der Verwendung des reinen Pyridazins von 74 drei
Markierungsprodukte. In der Literatur wurde ein dhnliches Phdnomen beobachtet. So wurden
bei der 3Zr-Radiomarkierung von 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) initial zwei Produkte per Radio-
ITLC erhalten. Im Folgenden wurde der Umwandlungsprozess des einen in das andere Isomer
ohne Freisetzung von %Zr mittels Radio-ITLC aufgezeichnet. Die Autoren schlussfolgerten,
dass sich ein kinetisches sowie ein thermodynamisches Produkt in Form von verschiedenen
Konformeren bildete.””) In der vorliegenden Arbeit bildeten sich initial drei verschiedene
Produkte. Eine mdgliche Erkldrung kann auch hier die Bildung von verschiedenen
Koordinationsstrukturen ~zur Komplexierung von %Zr sein. Die Radio-HPLC-

Chromatogramme sind nachfolgend fiir [**Zr]Zr-71 — [*Zr]Zr-74 dargestellt (Abbildung 27).
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Abbildung 27. Analytische Radio-HPLC-Chromatogramme der Radiomarkierungsprodukte [%°Zr]Zr-71 —
[¥Zr]Zr-74.

Auch fir DOTA-GA-c¢(RGDfK) 75 und NODA-GA-c¢(RGDfK) 76 erfolgte die
Radiomarkierung zunichst bei 37 °C. Da jedoch nach einer Stunde keine Inkorporation des
87r beobachtet wurde, wurde die Temperatur auf 99 °C erhéht und eine weitere Stunde
inkubiert. Weiterhin wurde die Radiomarkierung fiir 75 sowohl bei pH = 4 und pH = 5, als
auch unter Verwendung von [%°Zr]ZrCls durchgefiihrt. Weder die Temperaturerhdhung noch

die Variation des pH-Wertes fiihrten zu einer Inkorporation von %°Zr.

Die Herstellung von [¥Zr]ZrCls aus [*°Zr]Zr-Oxalat erfolgte mit einer Sep-Pak Accell Plus
Anionenaustauscher-Kartusche unter Verwendung einer 1 M HCI-Losung als Elutionsmittel.

[¥Zr]ZrCls wurde in einer Effizienz von > 95 % erhalten.

In der Literatur fiihrte die Verwendung von [*Zr]ZrCls zu einer deutlichen
Ausbeutensteigerung  der %Zr-Inkorporation von DOTA und NOTA gegeniiber der
Markierung mit [3°Zr]Zr-Oxalat.[®! Grundsitzlich kann bei der Verwendung von [*°Zr]ZrCls
und niedriger Chlorid-Konzentration bei hohem pH-Wert die Hydrolyse von %Zr*" zur
Bildung eines [Zrs(OH)s(H20)16]*-Komplexes fithren, was wiederum die %°Zr-
Komplexierung durch den Chelator blockieren kann.'%®! In den vorliegenden Experimenten
wurde jedoch das [*°Zr]ZrCls durch Elution mit HCI, die eine hohe Chlorid-Konzentration
(1 mol/L) aufwies, erhalten und direkt im Anschluss verwendet, sodass die beschriebene
Nebenreaktion nicht der Grund fiir die beobachtete ausbleibende *°Zr-Inkorporation sein

kann.
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Bei allen Radiomarkierungsversuchen von 75 und 76 wurde keine Aktivititsaufnahme
beobachtet. Eine Alternative zur Verwendung von DOTA-GA und NODA-GA stellen die
nicht-backbone-funktionalisierten Chelatoren DOTA und NOTA dar, jedoch miisste hierbei
eine Carboxylgruppe als Konjugationsstelle genutzt und zum S&ureamid umgesetzt werden.

Es ist jedoch zu erwarten, dass dies zu einer Herabsetzung der Komplexstabilitét fiihren kann.

3.2.3. Bestimmung der Lipophilie

Die Lipophilie von Stoffen bestimmt maBgeblich ihre Bioverteilung. So fiihrt eine hohe
Lipophilie von Radiopharmaka, die fiir den Einsatz in der Bildgebung genutzt werden, zu
einer vermehrten Anreicherung in der Leber und Milz. Daraus folgt eine hohere

Hintergrundaktivitit verbunden mit einer geringeren Anreicherung im Tumor.[!?"]

Um den Einfluss der Chelatoren auf die Lipophilie der Chelator-Peptid-Konjugate zu
beurteilen, folgte daher die Bestimmung der Lipophilie der radiomarkierten Konjugate
[¥Zr]Zr-71 — [¥Zr]Zr-74 iber den 1-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten. Hierfiir
wurden zuniichst die radiomarkierten Konjugate [*°Zr]Zr-71 — [¥Zr]Zr-74 in einem 1-
Octanol/Phosphatpuffer (pH 7.4)-Gemisch (1:1, v/v) 2 min geschiittelt. Anschliefend folgte
die Separation der Phasen iiber Zentrifugation. Jeweils ein Aliquot der wissrigen und eines

der organischen Phase wurde in ein Gammazéhler-Rohrchen tiberfiihrt und gemessen.

Die Berechnung des logp(7.4) erfolgte schlieBlich nach der Formel 1:

logp(7.4) = log (M> 1

ApBs

logp(7.4): 1-Octanol-Phosphatpuffer-Verteilungskoeffizient

A1_octanol: Aktivititsmenge in der 1-Octanol-Phase in cpm

Apgs: Aktivitditsmenge in der Phosphatpuffer-Phase in cpm

Die Substanzen [¥Zr]Zr-71 — [¥Zr]Zr-73, die zur Komplexierung des [¥Zr]Zr**
Hydroxamatgruppen enthalten, wiesen mit -2.3 — -2.8 eine dhnliche Lipophilie auf, wahrend
das [*Zr]Zr-3,4,3-(L1-1,2-HOPO)-Derivat 74, das zur Komplexierung des Metalls HOPO-
Gruppen trdgt, mit -1.8 eine deutlich hohere Lipophilie besitzt. Die logp.4-Werte sind in

Tabelle 4 zusammengefasst.
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Tabelle 4. Ermittelte logpz.4-Werte der Substanzen [%Zr]Zr-71 — [¥Zr]Zr-74 mit n = 6 — 12 unter Angabe des
Mittelwerts + Standardabweichung.

Substanz Chelator logp(r.4)
[¥Zr]Zr-72 DFO -2.32+0.21
[%Zr]Zr-73 DFO* -2.49 £ 0.03
[¥Zr]Zr-71 CTH36 -2.78 £0.19
[¥Zr]Zr-74 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) -1.76 £ 0.08

Die Werte der Lipophilie der Peptide haben zwar nur eine geringe Aussagekraft fiir die
Verwendung der Chelatoren in Antikorpern. Dennoch kann die hohere Lipophilie des
3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Derivates zu einer erhohten Akkumulation eines hierauf basierenden

Radiopharmakons in der Leber fiihren.

3.2.4. EDTA Challenge-Versuche

Fiir den direkten Vergleich der kinetischen Inertheit der gebildeten Komplexe [¥Zr]Zr-71 —
[3°Zr]Zr-74 wurden Challenge-Experimente gegen den sechszihnigen Komplexbildner EDTA
durchgefiihrt. Da aufgrund der vorangegangenen Studien eine hohe Inertheit der %°Zr-
Komplexe erwartet wurde, erfolgten die Transchelatierungsexperimente unter Verwendung

eines enormen Uberschusses von 10 000 Aq. EDTA.

Zu je einem Aliquot EDTA in HEPES-Puffer mit pH = 7 wurde die Markierungslésung von
[¥Zr]Zr-7T1 — [*Zr]Zr-74 zugegeben. Der Transchelatierungsprozess wurde 54 h mittels
analytischer Radio-HPLC aufgezeichnet (Abbildung 28).
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Abbildung 28. Analytische Radio-HPLC-Chromatogramme [¥Zr]Zr-71 — [%°Zr]Zr-74 wihrend der Challenge-
Experimente mit 10 000 Aq. EDTA zu den Zeitpunkten 0, 1, 7.8, 14.6, 21.4, 28.2, 35, 41.8 und 48.6 h.
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Abbildung 29. Zusammenfassung der Ergebnisse der EDTA-Challenge-Experimente. Auftragung des Anteils an
intaktem %°Zr-Komplex in % gegen die Zeit in h. Die radiochemische Reinheit der Konjugate zu Beginn der

EDTA-Challenge wurde auf 100 % normalisiert.
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Wie erwartet, wies [*°Zr]Zr-72 die geringste kinetische Inertheit auf, sodass bereits nach 5 h
> 50 % des ¥Zr als EDTA-Komplex vorlagen. Die kinetische Inertheit von [¥Zr]Zr-71 war

zwar, wie publiziert,[®! hoher als die von [*°Zr]Zr-72, jedoch nur geringfiigig (Abbildung 29).

Die geringste Transchelatierung fand fiir die Komplexe [*Zr]Zr-73 und [¥Zr]Zr-74 statt
(Abbildung 29). Der Anteil an intaktem Komplex lag fiir [**Zr]Zr-73 nach 53 h bei > 86 %
und fiir [3°Zr]Zr-74 sogar bei > 97 %.

Die geringe Inertheit des gebildeten [*°Zr]Zr-71 Komplexes zeigte die Notwendigkeit der
vergleichenden Untersuchung der Komplexbildner. In der Literatur wurde [*Zr]Zr-71
lediglich in einem EDTA-Challenge Experiment gegeniiber [*Zr]Zr-29 untersucht. Hier

konnte zwar eine hohere Inertheit nachgewiesen werden, jedoch nicht in welchem Maf.[6]

Zusitzlich wurde wihrend des EDTA-Challenge-Experimentes von [%Zr]Zr-74 beobachtet,
dass die Intensitidt von zwei der drei gebildeten Radiomarkierungsprodukte abnahm, ohne
dass dabei eine Freisetzung bzw. Transchelatierung des %°Zr stattfand. Dies unterstiitzt die
These der Bildung von drei verschiedenen Konformeren. Die Bildung von unterschiedlichen
Konformeren des [*°Zr]Zr-74 fiihrte dabei zu keiner Destabilisierung des Komplexes, im

Gegenteil dazu wies [*Zr]Zr-74 die hdchste kinetische Inertheit auf.

Insgesamt wurde fiir [*Zr]Zr-DFO* und [¥Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-HOPO) die hdchste kinetische
Inertheit bestimmt, wihrend der Komplex [**Zr]Zr-CTH36 nur geringfiigig stabiler war als
der am hiufigsten verwendete Komplex [**Zr]Zr-DFO. Im Weiteren erfolgte die
vergleichenden in vivo- und in vitro-Untersuchungen der vielversprechendsten

Komplexbildner DFO* und 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) mit DFO als Referenz.

3.3. Biokonjugation und vergleichende Untersuchung der in vivo-
Pharmakokinetik der [¥Zr]Zr-DFO-, [¥Zr]Zr-DFO*-, [¥Zr]Zr-3,4,3-(LI-
1,2-HOPO)-Cetuximab-Konjugate

Im Folgenden wurden die in vivo- und in vitro-Charakterisierungen der Komplexe [*Zr]Zr-
DFO* und [¥Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-HOPO) unter Verwendung von [*Zr]Zr-DFO als Referenz
durchgefiihrt. Zur Herstellung von Radiotracern mit langer biologischer Halbwertszeit wurden
die Chelator-Tetrazin-Derivate 24, 27 und 28 mit dem mAb Cetuximab in einer iEDDA-

Reaktion umgesetzt. Hierfiir erfolgte zuvor die Modifizierung von Cetuximab mit TCO sowie

die Bestimmung des TCO/mAb-Verhéltnisses. Im nédchsten Schritt wurden die erhaltenen

45



Ergebnisse und Diskussion

Chelator-Cetuximab-Biokonjugate radiomarkiert. Zur Uberpriifung der Immunoreaktivitit
wurde ein Bindungsassay nach LINDMO et al. durchgefiihrt.?”) AbschlieBend folgten die
Tierexperimente zur Bestimmung der Pharmakokinetik der hergestellten Antikdrper-

Konjugate.

3.3.1. Biokonjugation

Zur Herstellung der Chelator-mAb-Konjugate wurde Cetuximab als Modellantikorper fiir
IgGs gewihlt. Cetuximab bindet und inhibiert mit hoher Affinitdt und Selektivitit den
epidermal growth factor receptor (EGFR, HER1). Der EGFR-Rezeptor wird auf vielen
Tumorentititen iiberexprimiert und stellt daher ein geeignetes target in der Krebstherapie und
-diagnostik dar. Cetuximab ist weiterhin unter dem Handelsnamen Erbitux® ein zugelassenes
Arzneimittel  fir die  Behandlung  metastasierter ~ Kolorektalkarzinome  und
Plattenepithelkarzinome des Kopfes und Halses und zeigte zudem eine hohe Wirksamkeit in

der Behandlung kleinzelliger Bronchialkarzinome.!!!'%!

Fiir die vergleichende Untersuchung der in vivo-Pharmakokinetik der Chelatoren DFO, DFO*
und 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) mussten die Chelatoren iiber die gleiche Konjugationsmethode in
den Antikorper eingebracht werden. Analog zu der Synthese der Chelator-c(RGDfK)-
Konjugate 71 — 76 wurde zur Biokonjugation die iEDDA-Reaktion genutzt. Die
Cycloaddition der Tetrazine mit TCOs, die bei neutralem pH-Wert, bei RT, in wissriger
Losung, katalysatorfrei und mit hoher Reaktionsgeschwindigkeit ablduft, besitzt vorteilhafte

Reaktionseigenschaften fiir die Konjugation von Antikdrpern.[!%%)

Die Derivatisierung der Antikorper verlief in zwei Schritten (Schema 10). Zunichst erfolgte
die TCO-Modifizierung des Antikdrpers und im Anschluss die Umsetzung des TCO-
Cetuximabs mit dem jeweiligen Chelator-Tetrazin 24, 27 und 28.
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Schema 10. Herstellung der Chelator-Cetuximab-Biokonjugate 77 — 78. Reaktionsbedingungen: (a) 4 — 20 Aq.
TCO-NHS oder TCO-NPC in DPBS, pH = 8.6 — 8.8, RT, 2 h, Ausbeute: 80 — 90 %; (b) 8 Aq. Chelator-Tetrazin
24, 27 oder 28, RT, 5 h, Ausbeute: 80 — 89 %.

Die Immunoreaktivitdt des Antikorpers kann durch die Konjugation herabgesetzt werden. So
wurde in der Literatur die Abnahme der Immunoreaktivitit mit steigender Anzahl an
Derivatisierungsstellen beschrieben.[>19%8 In der vorliegenden Arbeit wurde die Zahl der
TCO-Einheiten pro mAb mittels Riicktitration mit dem intensiv gefarbten Tetrazin, H-Tz-Bn-
NH3;Cl (36), erhalten. Um den Einfluss der Antikdrper-Modifikationen auf die
Immunoreaktivitit zu limitieren, wurde ein niedriges TCO/mAb-Verhéltnis von 1 — 2

angestrebt.

Die Bestimmung der Antikorperkonzentration erfolgte dabei unter Verwendung des Bradford-
Assays. Bei der Zugabe von Proteinen zu dem Bradford-Reagenz bildet der darin enthaltene
Farbstoff Coomassie-Brilliant Blau G-250 einen Komplex, in dem die anionische blaue Form,
die Licht bei 595 nm absorbiert, stabilisiert wird. Folglich ist die Absorption ein Ma@ fiir die
Proteinkonzentration.!''!! Mittels einer Verdiinnungsreihe ausgehend von Erbitux mit einer
Cetuximabkonzentration von 5 mg/mL wurde hierfiir eine Kalibriergerade erstellt (Abbildung
30).
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Auch die Bestimmung der Tetrazinkonzentration zur Quantifizierung des Uberschusses bei
der Riicktitration erfolgte mittels photometrischer Methode. Die UV/VIS-Spektren von
Tetrazinen weisen eine UV/VIS-Bande im Bereich des sichtbaren Lichts bei 595 nm auf.
Auch hierfir wurde zur Erstellung einer Kalibriergeraden ausgehend von einer Probe mit
bekannter Konzentration an H-Tz-Bn-NH;3Cl (36) eine Verdiinnungsreihe erstellt (Abbildung
30).

Unter Verwendung der zuvor beschriebenen Methoden zur Bestimmung der Protein- und
Tetrazinkonzentration  erfolgte  die  Quantifizierung der  TCO-Einheiten  pro
Antikorpermolekiil. Zu einem Aliquot des aufgereinigten TCO-mAbs 77 wurde ein
Uberschuss an Tetrazin 36 gegeben. Die Differenz der gemessenen von der eingesetzten
Tetrazinmenge entspricht der Menge an TCO-Molekiilen. Diese wurde durch die

Antikdrpermenge dividiert um das TCO/mAb-Verhiltnis zu erhalten (Abbildung 30).

Bestimmung der Tetrazin-Konzentration mittels
NH; UV/VIS-Spektroskopie
N 1
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e N - "
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77 "

Asorption [A]

200 400 a0 ) 1000
Welleniangs [

= E3
Wellenkinge [nm]

Bestimmung der mAb-
Konzentration mittels

Berechnung des TCO/mAb-Verhiiltnisses
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Abbildung 30. Bestimmung der Anzahl an Derivatisierungsstellen pro Antikdrper mittels Riicktitration. (A)
UV/VIS-Spektrum von H-Tz-Bn-NH3Cl (36); (B) Standardkalibriergerade des H-Tz-Bn-NH3Cl (36); (C)
Kalibriergerade des Bradford-Assays mit Cetuximab.

Zur Herstellung der TCO-modifizierten Antikdrper wurde Cetuximab in einer Dulbecco’s
Phosphatgepufferte Salzldsung (DPBS) zwei Stunden mit einem Uberschuss an (E)-Cyclooct-
2-en-1-yl-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat (TCO-NHS) bei RT umgesetzt. Nach der
Aufreinigung der TCO-mAb-Konjugate mittels NAP-25- bzw. NAP-10-Séulen unter
Verwendung von DPBS (pH = 7.4) wurden die modifizierten Antikdrper in einer Ausbeute
von 80 — 90 % erhalten. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung des TCO/mAb-Verhiltnisses,

wie oben beschrieben. In einem ersten Versuch wurde die Reaktion bei einem
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physiologischen pH von 7.4 durchgefiihrt. Jedoch wurde auch bei der Verwendung eines
hohen Uberschusses an TCO-NHS (10 Aq.) nur eine geringe Beladung von 0.3 TCOs pro
mADb erhalten. Im Folgenden wurde daher der pH-Wert der Reaktionslosung auf 8.6 — 8.8
eingestellt. Weiterhin wurde die Modifizierung unter Verwendung des p-Nitrophenyl-
Aktivesters (TCO-NPC) durchgefiihrt. Dieser Ansatz flihrte jedoch zu einer niedrigeren
Konjugationseffizienz und wurde daher nicht weiterverfolgt. Zur Bestimmung der benétigten
Menge TCO-NHS, um die oben genannte Beladungsdichte von 1 — 2 TCOs pro mAb zu
erhalten, wurde die TCO-Modifizierung unter Verwendung von verschiedenen Mengen des
TCO-Aktivesters durchgefiihrt. Die Ergebnisse in Tabelle 5 zeigen, dass bei einem
Uberschuss von 4 Aq. TCO-NHS die gewiinschte Beladung erhalten wurde.

Tabelle 5. Zusammenfassung der TCO-Modifizierung von Cetuximab unter Verwendung von unterschiedlichen

Mengen des TCO-Aktivesters TCO-NHS bzw. TCO-NPC.

TCO-NHS [Aq.] TCO-NPC [Aq.] Resultierendes TCO/mAb-Verhiltnis
/ 20 2.1+0.5(Mn=2)
/ 7 0.6+0.2 (n=2)
20 / 54+03 (n=3)
7 / 2.8+0.5 (n=23)
4 / 1.4+0.3 (n=6)
3 / 0.9+0.3 (n=2)

Im zweiten Schritt erfolgte die iIEDDA-Reaktion der jeweiligen Chelator-Tetrazine 24, 27 und
26 mit dem TCO-Cetuximab 77. Aufgrund der geringen Loslichkeit der Tetrazin-Derivate in
wissrigem Medium wurden diese zundchst in DMSO gel6st und schlielich in einem
achtfachen Uberschuss zu der frisch hergestellten Losung des TCO-Cetuximab in DPBS-
Puffer gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 5 h bei physiologischem pH von 7.4 und RT
unter leichtem Schiitteln inkubiert. Die Aufreinigung der Chelator-Cetuximab-Biokonjugate
folgte zunidchst liber GroBenausschluss-Chromatographie (SEC) Sephadex NAP-10- bzw.
NAP-25-Séulen unter Verwendung von DPBS (0.1 M, pH 7.4). Ein bis zwei Tage vor dem
Einsatz in den in vivo- und in vitro-Experimenten erfolgte die Umpufferung der Chelator-
Cetuximab-Losungen auf den Markierungspuffer, einem HEPES-Puffer (pH 7), und die
anschliefende Konzentrierung unter Verwendung von Zentrifugalkonzentratoren mit einer
Molekulargewichtsgrenze (MWCO) von 30 000 g/mol. Die jeweiligen Chelator-Cetuximab-
Biokonjugate 78 — 80 wurden in einer Ausbeute von 80 — 89 % als Losung in HEPES-Puffer
in hoher Reinheit (Abbildung 31), die mittels GroBenausschluss-HPLC bestimmt wurde,

erhalten.
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Abbildung 31. SEC-HPLC-Chromatogramme von Cetuximab und den Chelator-Cetuximab-Biokonjugaten 78 —
80.

3.3.2. ¥Zr-Radiomarkierung der Biokonjugate

Die Radiomarkierung der Chelator-Cetuximab-Biokonjugate 78 — 80 mit *°Zr wurde
erfolgreich unter milden Reaktionsbedingungen bei pH 7 — 7.2 und einer Temperatur von
37 °C durchgefiihrt. Zu 55 — 70 MBq [¥Zr]Zr-Oxalat in HEPES-Puffer erfolgte die Zugabe
des jeweiligen Chelator-Cetuximab-Biokonjugates 78 — 80. Die Markierungen verliefen
innerhalb von 30 min nahezu quantitativ. Als analytische Methoden wurden hierbei sowohl
die Radio-DC als auch die Radio-HPLC, ausgestattet mit einer GroBenausschlusssdule,
verwendet. Trotz der hohen Inkorporationsraten von > 99 % (Radio-DC) bzw. > 95 % (Radio-
HPLC), wurden die radiomarkierten Konjugate vor der Verwendung in den in vivo- und in
vitro-Testungen mittels SEC Sephadex NAP-5-Sdulen mit DPBS als Elutionsmittel
aufgereinigt. Weiterhin erfolgte fiir die in vivo-Anwendung die Konzentrierung der Losungen
mittels Ultrazentrifugation iiber einen Zentrifugalfilter mit einer MWCO von 30 000 g/mol.
[3°Zr]Zr-78 — [*°Zr]Zr-80 wurden iiber alle Schritte in einer radiochemischen Ausbeute von
80 % und einer nicht-optimierten spezifischen bzw. molaren Aktivitit von 50 MBq/mg bzw.
7.3 GBg/umol erhalten. Nachfolgend sind die Radio- und UV-HPLC-Chromatogramme der
aufgereinigten Konjugate dargestellt (Abbildung 32).

50



Ergebnisse und Diskussion

600 A 6004 B 6004 €
- 1 = —[¥z1]zr-79 =
5 5004 ["2r)zr-78 S 500+ 2] 5 f[”zqz: 80
< E < 5004
E 400 | 4009 g
z z z
£ I £ 4001
g |
£ 300 £ 2
& & &
2004 300
200
1004 200
——— —— s ;
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 15 20 25 30 35 40 45
Zeit [min] Zeit [min] Zeit [min]
2 5
5 D 25 E p F
20 — Pzizes 20 —[“Zr]zr-79 20 —["zr)zr-80

Absorption bei 280 nm [mAU]
5 o
|

Absorption bei 280 nm [mAU]

»
|
Absorption bei 280 nm [mAU]

L.

10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zeit [min] Zeit [min]

=3
=3

-
w

T T T T T T T T
0 5 10 1520 25 30 35 40 45
Zeit [min]

Abbildung 32. HPLC-Chromatogramme der Radiomarkierung der Biokonjugate [*°Zr]Zr-78 — [¥Zr]Zr-80 nach

der Aufreinigung. Die Radio-Chromatogramme sind in A — C und die zugehorigen UV-Chromatogramme in D —

F dargestellt.

Alle Biokonjugate 78 — 80 konnten mit hoher Effizienz markiert werden, jedoch zeigten die
SEC-HPLC-Chromatogramme, dass zusétzlich zu den erwarteten Produkten (R; = 16.5 min)
jeweils ein weiteres Produkt (R; = 14.1 min) gebildet wurde. Aufgrund der niedrigeren
Retentionszeit auf der GroBenausschlusssdule konnen die Nebenprodukte einem
Antikdrperdimer zugeordnet werden. Wihrend die geringste Aggregatbildung bei [¥Zr]Zr-
DFO*-Cetuximab (79) beobachtet wurde und der Effekt auch fiir [*Zr]Zr-DFO-Cetuximab
(78) nur geringfiigig ausgeprigt war, wurde bei der Verwendung von 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)
als Chelator ein hoher Dimeranteil gebildet. Die Dimerisierung konnte auch in den UV-
Chromatogrammen beobachtet werden. Interessanterweise sind darin die Anteile der Dimere
deutlich geringer als in den Radio-Chromatogrammen, sodass lediglich bei 3,4,3-(LI-1,2-
HOPO) ein signifikanter Dimeranteil beobachtet wurde. Dies kann durch ein hdoheres
[3°Zr]Zr**-Ionen-zu-Aggregat-Verhiltnis des Dimers gegeniiber dem Monomer erklirt
werden. Bei der Reduzierung der eingesetzten [*Zr]Zr-Oxalat Menge um die Hilfte
(25 MBg/mg) wurde auch der Anteil an Dimer stark reduziert (Abbildung 33). Die Bildung
des Dimers ldsst sich daher nicht iiber die Dimerisierung durch die Komplexierung eines
[#°Zr]Zr**-lons durch zwei 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Chelatoren erkliren, da mit zunehmender
[¥Zr]Zr**-Konzentration die Anzahl an freien 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Chelatoren, die fiir die
Dimerisierung notwendig sind, abnehmen wiirde. Die Radiomarkierungen wurde zudem unter

Verwendung von Biokonjugaten, die unter den gleichen Bedingungen mit gleicher
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Beladungszahl hergestellt wurden, durchgefiihrt. Insgesamt ergibt sich daraus, dass der

Chelator selbst einen Einfluss auf die Bildung des Aggregats besitzt.
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Abbildung 33. HPLC-Chromatogramme des freien [*°Zr]Zr*" und der Radiomarkierungslésungen des
Biokonjugates [¥Zr]Zr-80 mit einer spezifischen Aktivitit von 50 MBg/mg (B bzw. E) und 25 MBqg/mg (C bzw.
F). Die Radio-Chromatogramme sind in A — C und die UV-Chromatogramme in D — F dargestellt.

3.3.3. Immunoreaktivitat

Der Herstellungsprozess der Biokonjugate, die Radiomarkierung, aber auch die konjugierten
Chelatoren selbst kdnnen einen Einfluss auf die biologische Aktivitit des Cetuximabs haben.
Auch um einen negativen Einfluss der Aggregation, insbesondere bei der Verwendung von
3,4,3-(LI-1,2-HOPO), auf die Immunoreaktivitit auszuschlieBen, wurde daher im Folgenden
die Immunoreaktivitit der radiomarkierten Chelator-Cetuximab-Biokonjugate [*Zr]Zr-78 —

[3Zr]Zr-80 mittels in vitro-Bindungsassay nach LINDMO et al. bestimmt.]

Fiir diesen Zweck wurde die humane Epidermoidkarzinom-Zelllinie A431, die den EGFR in
hohem Mal iiberexprimiert und daher hiufig als Modellzelllinie fiir die Evaluierung von

EGFR-spezifischen Radiotracern eingesetzt wird, verwendet.!!1?]

Zunichst wurden vier Aliquote mit je 6 Mio. Zellen/mL in DPBS (versetzt mit 1 % Bovinem
Serumalbumin (BSA)) hergestellt. Dabei enthielt eines der Aliquote einen Uberschuss an
nicht-radiomarkiertem Cetuximab und stellte daher durch die spezifische Blockade der
EGFR-Rezeptoren auf der Zelloberfliche die Negativkontrolle dar. Ausgehend von den

Aliquoten wurden Verdiinnungsreihen hergestellt. Zu den verschiedenen Zellkonzentrationen
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wurde eine definierte Menge von 0.15kBq (6ng) des jeweiligen radiomarkierten
Immuokonjugates [*°Zr]Zr-78 — [*Zr]Zr-80 gegeben. Nach einer Inkubationszeit von zwei
Stunden erfolgte die Abtrennung der Zellen von der Losung durch Zentrifugation. Die Zell-
gebundene Aktivitdt als auch die eingesetzte Gesamtaktivitit wurde schlieBlich im

Gammazahler bestimmt.
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Abbildung 34. Exemplarische Darstellung der Lindmo-Plots zur Bestimmung der immunoreaktiven Fraktion

von [%Zr]Zr-78 — [¥°Zr]Zr-80. A: Bindungskurven; B: doppelt reziproke Auftragung bzw. Lindmo-Plots.

Fiir alle Experimente wurde in der Negativkontrolle eine unspezifische Bindung von <2 %
bestitigt. Aus jedem einzelnen Experiment wurde die immunoreaktive Fraktion des
radiomarkierten Antikdrpers mittels Lindmo-Plot bestimmt (Abbildung 34).7 Die

immunoreaktive Fraktion entspricht dabei dem Kehrwert des Ordinatenabschnitts.

Alle radiomarkierten Biokonjugate [¥Zr]Zr-78 — [¥°Zr]Zr-80 wiesen eine vergleichbar hohe

Immunoreaktivitidt von 86 — 88 % auf, siche Tabelle 6.

Tabelle 6. Ermittelte Immunoreaktivitit der radiomarkierten Biokonjugate [*°Zr]Zr-78 — [¥Zr]Zr-80 mit n = 3

unter Angabe des Mittelwerts + Standardabweichung.

Substanz Chelator Immunoreaktivitit [%]
[¥Zr]Zr-78 DFO 86.5+£3.6
[¥Zr]Zr-79 DFO* 88.1+2.7
[*Zr]Zr-80 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) 87.6 1.7

Weder hatte die Verwendung verschiedener Chelatoren, noch die Dimerisierung bei der
Verwendung von 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) als Komplexbildner einen signifikanten Einfluss auf
Immunoreaktivitit. Somit sind alle hergestellten und radiomarkierten Chelator-Cetuximab-

Biokonjugate [*Zr]Zr-78 [Zr]Zr-80, im Hinblick auf die biologische Aktivitit,

53



Ergebnisse und Diskussion

gleichermallen fiir den Einsatz in den in vivo-PET-Studien zur Bildgebung von EGFR-

positiven Tumoren geeignet.

3.3.4. In vivo-Bildgebung und ex vivo-Biodistribution

Zur Kliarung der Schliisselfrage dieser Arbeit, welcher der Chelatoren DFO* oder 3,4,3-(LI-
1,2-HOPO), am besten fiir den Einsatz in der humanen Immuno-PET geeignet ist, wurde

abschlieflend eine in vivo- und ex vivo-Tierstudie durchgefiihrt.

Fir diesen Zweck wurden 6 Wochen alten weiblichen Nacktméusen (Balb/cAnNRj-
Foxnl™™) 2.5 — 5 Mio. HT-29-Zellen subkutan (s.c.) in die rechte hintere Flanke injiziert.
HT-29 ist eine humane Darmkrebszelllinie, die wie A431-Zellen den EGFR-Rezeptor
iiberexprimiert und daher hiufig als Modellzelllinie in der Testung von EGFR-Inhibitoren wie
Cetuximab und EGFR-bindender Radiotracer verwendet wird. 12 — 14 Tage nach der
Tumorzellinokulation erfolgte die Injektion der zuvor markierten Biokonjugate. 5.37 + 2.38
MBq [*Zr]Zr-78 (n = 7), 5.73 + 3.05 MBq [¥Zr]Zr-79 (n = 7) oder 4.42 + 2.37 MBq
[¥Zr]Zr-80 (n = 7) wurden hierbei in die laterale Schwanzvene der tumortragenden Tiere
appliziert. Direkt, 72 h und 144 h nach der i.v.-Injektion erfolgten die PET/CT-Messungen.
Hierbei wurde jeweils erst eine statische PET-Messung iiber 60 min und im Anschluss die
CT-Aufnahme durchgefiihrt. Nach 144 h oder bei Erreichen der Abbruchkriterien wurden die
Tiere mittels zervikaler Dislokation geopfert. AnschlieBend wurden Tumor, Blut, Muskel,
Gehirn, Herz, Lunge, Milz, Pankreas, Nieren, Magen, Diinndarm, Dickdarm, rechter und
linker Femur, Sternum und Schédel entnommen, gewogen und im y-Counter vermessen. Aus
den erhaltenen Werten wurde fiir jedes Organ der Anteil der injizierten Dosis pro Gramm

(%ID/g) bestimmt. Die Werte sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Innerhalb der ersten Stunde nach der Applikation des ®°Zr-markierten Cetuximab-Derivates
wurde, wie erwartet, flir alle Radiotracer aufgrund der langsamen Pharmakokinetik des
AntikOrpers nur eine geringfiigige Tumoranreicherung in den PET-Aufnahmen beobachtet

(Abbildung 35).
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DFO DFO* 3.4,3-(LI-1,2-HOPO)

Abbildung 35. Maximumintensitétsprojektionen (MIPs) der PET/CT-Messungen direkt nach der Injektion der
897 r-markierten Chelator-Cetuximab-Biokonjugate [¥°Zr]Zr-78 (A); [¥Zr]Zr-79 (B) und [¥Zr]Zr-80 (C).

Nach 72 h und 144 h post i. v. Injektion sind die Tumore bei der Verwendung aller ¥Zr-
markierter Biokonjugate deutlich zu erkennen (Abbildung 37), jedoch ist die Visualisierung
nach 144 h auf Grund der geringeren Hintergrundaktivitdt deutlich verbessert. Zwei der Tiere,
denen der Radiotracer [%Zr]Zr-78 appliziert wurde, wurden vorzeitig nach den PET/CT-
Aufnahmen nach 73 h geopfert, da ein Abbruchkriterium erreicht wurde (Tumor zu grof3). Der
Vergleich der ex vivo-Biodistributionsdaten, die fiir [*Zr]Zr-78 nach 73 und 145 h erhalten
wurden, bestétigt die hohere Hintergrundaktivitdt bei 72 h nach Injektion (Abbildung 36). So
ist das Tumor/Blut-Verhéltnis nach 72 h 0.73 £ 0.23 und nach 144 h mit 1.46 = 0.33 etwa
doppelt so hoch. Zudem zeigen die Daten, dass die Hohe der Anreicherung im Tumor fiir

[¥Zr]Zr-DFO-Cetuximab ([**Zr]Zr-78) nach 73 h nahezu unverindert blieb (Abbildung 36).
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Abbildung 36. Graphische Darstellung der ex vivo-Biodistribution als %ID/g bei 73 h (hellblau) und 145 h
(dunkelblau) nach der Injektion von [**Zr]Zr-78. Pro Gruppe wurden zwei (73 h) bzw. fiinf Tiere (145 h)

untersucht.

Die Verwendung der verschiedenen *Zr-Chelatoren fiihrte insgesamt zu erheblichen
Unterschieden in Bezug auf die Biodistribution der jeweiligen ®Zr-markierten Antikdrper. So
besitzt das DFO-Cetuximab-Biokonjugat [*Zr]Zr-78 die schnellste Clearance mit den
geringsten Restaktivititsmengen im Blut und den Ausscheidungsorganen, aber auch mit
Abstand die hdchste Aufnahme von [¥Zr]Zr*" in den Knochen (Abbildung 37). Hierbei
erklart die Anreicherung in die Knochen (Schultern, Knie, Hiifte und Wirbelkorper) die hohe
Clearance und die im Vergleich zu [*Zr]Zr-79 und [¥Zr]Zr-80 geringere Tumoranreicherung.
Des Weiteren wird hierdurch die geringe kinetische Inertheit des [*Zr]Zr-DFO-Komplexes
deutlich, die zur Freisetzung von [¥Zr]Zr*" und dessen Anreicherung in die phosphatreichen
Hydroxylapatit-Knochen-Matrix fiihrt. Diese Ergebnisse bestdtigen die in den vorangehenden
Studien sowie in den EDTA-Challenge-Experimenten demonstrierte geringe kinetische

Inertheit des [*°Zr]Zr-DFO-Komplexes.

Im Gegensatz dazu weisen [*°Zr]Zr-79 und [*Zr]Zr-80 nur eine geringe Anreicherung des
Radiometalls im Knochen und damit, wie erwartet, eine hohe kinetische Inertheit der
Komplexe [¥Zr]Zr-DFO* und [¥Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-HOPO) auf. Zwar ist die Aufnahme der

von [%Zr]Zr*" in den Knochen vergleichbar hoch, jedoch unterscheiden sich beide
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Biokonjugate im Hinblick auf ihre Biodistribution in Leber und Milz (Abbildung 37). Daher

sind sie nicht gleichermafen gut fiir den Einsatz in der in vivo-Bildgebung geeignet. [*Zr]Zr-

80 weist im PET/CT im Vergleich zu [%Zr]Zr-78 und [¥Zr]Zr-79 eine deutlich hohere

Anreicherung in Leber und Milz auf.

DFO

DFO*

3,4,3-(LI-1,2-HOPO)

Abbildung 37. Maximumintensititsprojektionen (MIPs) der PET/CT-Messungen 72 h und 144 h nach der
Injektion der ®Zr-markierten Chelator-Cetuximab-Biokonjugate [*°Zr]Zr-78 (D + G), [¥Zr]Zr-79 (E + H) und

[¥Zr]Zr-80 (F + I). Die Tumore sind mit roten Kreisen gekennzeichnet.

Dies wird durch die ex vivo-Biodistributionsdaten nach 145 h, die direkt im Anschluss an das

letzte PET/CT erhalten wurden, bestitigt (Abbildung 38, Tabelle 7). Folglich sind die Tumor-

zu-Hintergrundverhiltnisse in Bezug auf Leber und Milz fiir [**Zr]Zr-80 deutlich niedriger als
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fiir [3°Zr]Zr-79. Fiir alle weiteren Organe wurde eine dhnliche Bioverteilung fiir [*°Zr]Zr-79

und [¥Zr]Zr-80 beobachtet.
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Abbildung 38. Graphische Darstellung der ex vivo-Biodistribution 145 h nach der Injektion von [¥Zr]Zr-78
(dunkelblau), [¥Zr]Zr-79 (griin) und [*°Zr]Zr-80 (hellblau).

Tabelle 7. Ergebnisse der ex vivo-Biodistributionsstudien ermittelt 145 h nach der Injektion von [¥Zr]Zr-78 —
[¥Zr]Zr-80 in HT-29-tumortragenden Méiusen. Pro Gruppe wurden fiinf ([¥Zr]Zr-78) bzw. sieben ([¥Zr]Zr-79
und [%Zr]Zr-80) Miuse verwendet. Die Werte werden als Mittelwert + Standardabweichung in %ID/g

angegeben.

Organe
Tumor

Blut
Muskel
Gehirn

Herz
Lunge

Milz

Pankreas

Nieren
Leber
Magen
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[¥Zr]Zr-78
723 +1.52
4.95 +0.39
0.73 £0.04
0.19 £ 0.05
2.10+0.41
1.72 + 1.42
3.29+0.13
0.42 +0.14
2.87+0.16
4.66 + 0.49
0.74 +0.22

[¥Zr]Zr-79
9.15+1.88
11.31+1.23
0.59+0.31
0.27+0.07
273 +£1.12
491+1.14
3.57+1.02
0.72+0.17
4.08 £0.70
4.11+0.61
0.83£0.18

[*Zr]Zr-80
931 +£2.04
8.83 + 1.45
0.68 +0.23
0.20 £ 0.04
2.56+ 1.20
414+ 1.02
5.54+1.22
0.61 £0.17
4.04 £ 0.95
9.80 +2.58
1.07 +0.30



Diinndarm 0.84 +£0.05 1.10+0.34 1.31+0.20
Dickdarm 0.51+0.21 0.78 £0.21 0.82+0.17
rechter Femur 19.68 £4.35 2.82+£0.75 2.52+0.60
linker Femur 18.62 + 5.06 2.81+0.96 2.64+0.25
Sternum 5.56+2.33 2.82+0.80 2.81+0.39
Schidel 11.66 £0.14 2.76 £0.84 2.64 +0.25

Ergebnisse und Diskussion

Die hohe kinetische Inertheit beider Komplexe, dem [*Zr]Zr-DFO*- und [*°Zr]Zr-3,4,3-(LI-
1,2-HOPO)-Komplex, in den in vivo-Experimenten, bestitigen die Ergebnisse der zuvor
durchgefiihrten vergleichenden EDTA-Challenge-Experimente. Im Hinblick auf ihre
kinetische Inertheit und des damit verbundenen hohen Tumor-zu-Hintergrundverhéltnisses
sind beide Chelatoren gleichermalen zur Komplexierung und fiir den Einsatz in der
Bildgebung geeignet, jedoch unterscheiden sich die Chelator-Cetuximab-Biokonjugate in
ihrer weiteren Bioverteilung. Die Verwendung von 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) als Komplexbildner
fitlhrt gegeniiber DFO* und DFO zu einer verstirkten Akkumulation in Leber und Milz. Der
Grund fiir die hohere Akkumulation in den genannten Organen ist wahrscheinlich die hohere
Lipophilie von 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) gegeniiber DFO* und DFO (siehe Kapitel 3.2.3). Dass
bereits das Einbringen kleiner lipophiler Molekiile in Antikorper zur verstirkten
Akkumulation der Biokonjugate in Leber und Milz fiihren kann, wurde bereits beobachtet und
hier bestitigt.!''¥) Eine unspezifische Akkumulation in der Leber kann die Detektion von
krankhaften Leberverdnderungen, wie Lebermetastasen, storen, sodass 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)

keinen optimalen Chelator zur Einfiihrung von [**Zr]Zr*" in Biomolekiile darstellt.!'!¥]

Zusammenfassend lasst sich daraus schlieen, dass zwar beide Chelatoren DFO* und 3,4,3-
(LI-1,2-HOPO) %Zr-Komplexe mit hoher kinetische Inertheit bilden, jedoch die hohe
Lipophilie von [*Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Cetuximab das pharmakokinetische Profil
derivatisierter Biomolekiile negativ beeinflusst. DFO* stellt damit den derzeit
vielversprechendsten Kandidaten zur ¥Zr-Radiomarkierung von Biomolekiilen dar und kann

somit am besten den aktuellen klinischen Standard DFO in der Immuno-PET ersetzten.

59



Ergebnisse und Diskussion

60



Ergebnisse und Diskussion

4. Kapitel 2: Synthese eines neuen bifunktionellen CB-
Chelators und Vergleich der ®*Ga-Radiomarkierungs- und

Stabilitatseigenschaften mit etablierten Chelatoren

Teilergebnisse des vorliegenden Kapitels wurden vorab in ChemMedChem!''> publiziert.

4.1. Synthese

Nachfolgend wird die Synthese der vergleichend zu untersuchenden Chelator-TATE-Derivate
beschrieben. Wéhrend die selektiv geschiitzten Chelatoren DOTA(zBu);, DOTA-GA(fBu)s
und R-NODA-GA(#Bu); kommerziell erhiltlich sind, wurde der neue Chelator CB-DO2A-
GA(7Bu): (34) ausgehend von CB-Cyclen (35) hergestellt.

4.1.1. CB-DO2A-GA(fBu):

Fiir die Herstellung von CB-DO2A-GA(7Bu)> (34) wurde zunichst 5-Benzyl-1-tert-butyl-2-
brompentandioat (81) nach EISENWIENER et al. synthetisiert (Schema 11).''81 Im ersten
Schritt erfolgte hierbei die Diazotierung der Aminogruppe von L-Glutaminsdure-5-
benzylester (82) mit Natriumnitrit und die anschliefende nucleophile Substitution durch
Bromid. Die Carbonsdure (83) wurde im Anschluss unter Verwendung von 2,2,2-

Trichloracetimidsdure-zert-butylester (TBTA) und Bortrifluoriddiethyletherat /Bu-geschiitzt.

Die Herstellung von CB-DO2A-GA(fBu), (34) erfolgte unter Verwendung von CB-Cyclen
(35), welches zunichst mit 1 Aq. 81 umgesetzt wurde (Schema 11). Hierbei wurde die
Ausbeute durch die Bildung des zweifach-substituierten Produkts, das in einem Verhiltnis
von 37:63 gebildet wurde, stark herabgesetzt. Nach der Aufreinigung mittels semipraparativer

HPLC wurde 84 als TFA-Salz mit einer Ausbeute von 39 % erhalten.

84 wurde nun mit 1.37 Aq. fert-Butylbromacetat umgesetzt. Neben dem Hauptprodukt 85
bildeten sich zusitzlich zwei Nebenprodukte, die jedoch mittels semipraparativer HPLC nur
unzureichend abgetrennt werden konnten, wodurch die Reinheit des Produktes nur 90.9 %

betrug.
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Im letzten Schritt folgte die Abspaltung der Bn-Schutzgruppe mittels Hydrierung unter
Verwendung von 10 % Pd/C und 34 wurde in einer Ausbeute von 75 % erhalten. Die Reinheit

des Produktes von 92.5 % war fiir die weitere Umsetzung ausreichend.

Br

o} J< o} o)
NaBr, HBr, NaNO, CI3C , BF; OEt, J<
o oH ————— > > o 0
NH
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N HN
L) 0
NH T\ J< Y\
Br)l\O o 10% Pd/C, H2 /_\\Y\\\(
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84 85 34
Schema 11. Synthese von CB-DO2A-GA(/Bu), (34). (a) 3.50 Aq. Natriumbromid, 1.80 Aq. Natriumnitrit in

1 M HBr-Losung, 0°C, 2h, dann 1.70 Aq. Schwefelsiure, Diethylether, Ausbeute: 45 %; (b) 2.20 Aq. tert-
Butyltrichloracetimidat, 0.16 Aq. Bortrifluoriddiethyletherat, 2.70 Aq. Dimethylacetamid in
Chloroform/Cyclohexan (1:1, v/v), RT, 3 d, Ausbeute: 81 %; (¢) 1.0 Aq. CB-Cyclen (35), 1.0 Aq. Na,COs in
MeCN, 0 °C fiir 5 h dann RT fiir 3 d, Ausbeute: 40 %; (d) 1.25 Aq. K,COs, 1.37 Aq. tert-Butylbromacetat in
MeCN, RT, 2 d, Ausbeute: 59 %; (e) Hz, 10 % Pd/C in THF/Wasser (1:1, v/v), RT, 18 h, Ausbeute: 75 %.

4.1.2. Chelator-TATE-Derivate

Zur vergleichenden Untersuchung der ®®Ga-Chelatoren wurden diese zunichst mittels

Festphasenpeptidsynthese in das Peptid TATE eingebracht.

TATE bzw. [Tyr’, Thr®]-Ocreotid ist ein Somatostatin-Analogon, welches mit hoher
Selektivitdt an den Rezeptor-Subtyp SST> bindet. Insbesondere der SST>-Rezeptor wird in
neuroendokrinen Tumoren (NETs) und Neoplasmen (NENs) iiberexprimiert. [**Ga]Ga-
DOTA-TATE ist daher in der molekularen Bildgebung dieser Tumore von groBer
Bedeutung.['!]

Die verschiedenen Chelator-TATE-Derivate wurden in  Anlehnung an eine
literaturbeschriebene Fmoc-basierten Festphasenpeptidsynthese in Verbindung mit einem
Ultraschallbad fiir Kupplungsreaktion hergestellt (Schema 12).l''71 Zunichst erfolgte der
Aufbau der Peptidsequenz analog zu Kapitel 3.2.1 unter Verwendung eines Fmoc-Thr(sBu)-
Wang Harzes. Nachdem die Peptidsequenz Fmoc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr(zBu)-D-Trp(Boc)-
Lys(Boc)-Thr(zBu)-Cys(Acm)-Thr(sBu)-Wang vollstindig war, erfolgte die Cyclisierung

durch die Ausbildung einer Disulfidbriicke. Hierfiir war eine selektive Schiitzung bzw.

62



Ergebnisse und Diskussion

Entschiitzung der Thiolgruppen notwendig. Bei der Synthese wurden daher Acetamidomethyl
(Acm)-geschiitzte Cysteine verwendet. Diese konnten unter Verwendung von
Thallium(IIDtrifluoracetat abgespalten werden. Gleichzeit fiihrt die Verwendung von
Thallium(IID)trifluoracetat zur Oxidation der Thiolgruppen und damit zur Ausbildung der
Disulfidbriicke. Im Folgenden wurde die Fmoc-Schutzgruppe des Peptids entfernt. Der
entsprechende Chelator DOTA(#Bu);, DOTA-GA(tBu)s, R-NODA-GA(/Bu); oder CB-
DO2A-GA(Bu)> wurde auf fester Phase unter Verwendung von HBTU und DIPEA mit dem
Peptid umgesetzt. AbschlieBend erfolgte die Abspaltung vom Harz und gleichzeitig wurden
die sdurelabilen Schutzgruppen unter Verwendung der Abspaltlosung TFA/TIS/H20O
95:2.5:2.5 (v/v/v) entfernt. Wiahrend DOTA-TATE (86), DOTA-GA-TATE (87) und R-
NODA-GA-TATE (88) in einer guten Ausbeuten von 63 %, 46 % und 36 % erhalten wurden,
war die Ausbeute fiir CB-DO2A-GA-TATE (89) mit 18 % deutlich niedriger. Grund hierfiir
war die Verwendung von nur 1.6 Aq. anstelle von 2.5 Aq. des Chelators als auch eine
insgesamt geringere AnsatzgroBe. Jedoch wurde auch 89 in ausreichender Menge fiir die

Radiomarkierungsversuche und anschlieenden Untersuchungen erhalten.

2

a, b, Fmoc-Cys(Acm)-OH NH
> _/_/ N
a, b, Fmoc-Thr(tBu)-OH __ QS N
o Hom{ < o 1
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/@AO)T\H/O ’Q a, b, Fmoc-Tyr(tBu)-OH % HN—)=
0 oo~ © i _H 'LQOH
O & e
(0]

a, b, Fmoc-Cys(Acm)-OH

a, b, Fmoc-D-Phe-OH

HN
c,ade R
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Schema 12: Synthese der TATE-Derivate 86 — 89 unter Verwendung der Fmoc-Strategie. (a) Fmoc-Abspaltung:
Piperidin in DMF (1:1, v/v), RT, 7 min; (b) Aminosiurekupplung: 4.0 Aq. AS, 3.90 Aq. HBTU, 4.0 Aq. DIPEA
in DMF, RT, Ultraschallbad, 10 min; (c) Cyclisierung: 4.0 Aq. Thallium(IIl)trifluoracetat in DMF, RT, 45 min;
(d) Kupplung der Chelatoren: 2.50 Aq. Chelator, 2.45 Aq. HBTU, 5.0 Aq. DIPEA, RT, 3 h; (e) Abspaltung vom
Harz und Entfernung der sdurelabilen Schutzgruppen: TFA/TIS/H,0 (95:2.5:2.5, v/v/v), RT, 3 h, Ausbeuten iiber
acht Stufen: 63 % (86), 36 % (87), 46 % (88) und 18 % (89).
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4.2. Ga-Radiomarkierungsversuche, Untersuchung der in vitro-Stabilitit

und DTPA-Challenge

Im Folgenden wurden zunichst die Radiomarkierungseigenschaften der in Kapitel 4.1.2
hergestellten TATE-Derivate ermittelt. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der Lipophilie
der so erhaltenen ®®Ga-basierten Radiotracer, sowie der Serumstabilitdt. Im letzten Schritt zur
vergleichenden Untersuchung der relativen kinetischen Inertheit der verschiedenen %Ga-
Komplexe  wurden Diethylentriaminpentaessigsdure  (DTPA)-Challenge-Experimente

durchgefiihrt.

4.2.1. Ga-Radiomarkierung

In der Literatur wurden zur ®*Ga-Radiomarkierung von DOTA und DOTA-GA Temperaturen
> 95 °C bendtigt. NODA-GA konnte hingegen bei deutlich milderen Reaktionstemperaturen
von <45°C mit ®Ga markiert werden. Bei der Verwendung von CB-DO2A-GA wurde
analog zu der Komplexierung von ®*Cu mit CB-1,4,8,11-Tetraazabicyclo[6.6.2]hexadecan-
4,11-diessigsdure  (TE2A) anstelle von  1,4,8,11-Tetraazacyclotetradecan-1,4,8,11-

tetraessigsiure (TETA) eine hohe Reaktionstemperatur erwartet,!!13118]

Zunichst wurde %8Ga*" durch Elution eines kommerziell verfiigbaren %*Ge/*®Ga-Generators
mit 0.1 M Salzsdure erhalten. Der pH-Wert der erhaltenen Losung wurde durch Zugabe eines
Natriumacetat-Puffers auf pH 3.9 — 4.1 eingestellt. Zur Evaluierung der optimalen
Radiomarkierungsbedingungen der verschiedenen Chelator-TATE-Konjugate 86 — 89 wurden
diese zuerst bei einer Temperatur von 45 °C fiir 10 min radiomarkiert. Hierfiir wurden zu 30 —
40 MBq [®®Ga]GaCl; 3 — 4 nmol des jeweiligen Chelator-Peptidkonjugates 86 — 89 gegeben.
Wie erwartet, konnte nur [*®*Ga]Ga-NODA-GA-TATE unter diesen Bedingungen in hoher
radiochemischer Reinheit >99 % erhalten werden. Des Weiteren war die erhaltene
radiochemische Reinheit fiir [®®Ga]Ga-DOTA-GA-TATE mit > 96 % deutlich hoher als die
von [®Ga]Ga-DOTA-TATE mit > 81 %. Grund dafiir ist, das DOTA-GA-TATE noch eine
zusitzliche Carboxylatgruppe zur ®®Ga-Komplexierung trigt. Fiir CB-DO2A-GA-TATE
wurde bei 45 °C nur 4 % des ®*Ga komplexiert. Folglich wurde die Optimierung der molaren
Aktivitit fiir NODA-GA-TATE (88) bei 45 °C und fiir die Konjugate 86, 87 und 89 bei 95 °C
durchgefiihrt.
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[8Ga]Ga-88 konnte mit einer optimierten molaren Aktivitit von 50 — 55 MBq/nmol bei 45 °C
erhalten werden. Die optimierte Aktivitit von [%®*Ga]Ga-86 bzw. [*®*Ga]Ga-87, deren
Markierungen bei 95 °C abliefen, betrugen 30 — 35 MBg/nmol (86) bzw. 40 — 45 MBg/nmol
(87). [*Ga]Ga-86 — [*3Ga]Ga-88 konnten somit effektiv mit hoher radiochemischer Reinheit
>99 % hergestellt werden. Im Gegensatz dazu war die Radiomarkierung von 89, wie
erwartet, deutlich ineffektiver. Unter Verwendung von 8.5 MBq ®Ga und 8.5 nmol CB-
DO2A-GA-TATE (89) konnte [®®Ga]Ga-89 erst nach 20 min bei 95°C mit einer
radiochemischen Reinheit von >95% und einer optimierten molaren Aktivitit von
1 MBg/nmol erhalten werden. Nachfolgend sind die optimierten
Radiomarkierungsbedingungen = zusammengefasst (Tabelle 8). Die Radio-HPLC-
Chromatogramme der Markierungsprodukte sind in Abbildung 39 dargestellt.

Tabelle 8. Zusammenfassung der optimierten Radiomarkierungsbedingungen zur Herstellung von [*Ga]Ga-86 —

[%Ga]Ga-89.

Markierungsvorliufer Temperatur Zeit  molare Aktivitit Radiochemische
[°C] [min] [MBqg/nmol] Reinheit [%]
DOTA-TATE (86) 95 10 30-35 >99
DOTA-GA-TATE (87) 95 10 40 -45 >98
NODA-GA-TATE (88) 45 10 50-55 >99
CB-DO2A-GA-TATE (89) 95 20 1 >95

|- 1600

——[%Ga]Ga-86
— [%Ga]Ga-87 L 1200
[*Ga]Ga-88
[*Ga]Ga-89

- 800

400

Normalisierte Radioaktivitidt [mAU]

Zeit [min]

Abbildung 39. Analytische Radio-HPLC-Chromatogramme von [®®Ga]Ga-86 — [®®Ga]Ga-89 nach der

Herstellung unter optimierten Reaktionsbedingungen.
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Der Grund fiir die wenig effektive *®Ga-Inkorporation ist im Fall von 89 die hoch rigide
Struktur des CB-DO2A-GA. Wie oben erwihnt wurde dies bereits bei der %*Cu-
Radiomarkierung von CB-DO2A im Vergleich mit CB-TE2A beobachtet.[**) Auch wenn die
wenig effektive Radiomarkierung zunéchst nachteilig ist, kann die hoch-rigide Struktur des
Komplexbildners das [®*Ga]Ga**-lon vollstindig einschlieBen und so einen Komplex mit

hoher kinetischer Inertheit ausbilden.®]

Des Weiteren wurden bei der Radiomarkierung von [*Ga]Ga-89 mehrere Produkte gebildet,
die auf eine Enantiomerisierung von [**Ga]Ga-DO2A-GA zuriickzufiihren sind. Diese wurde
bereits fiir "Ga-DO2A-GA beschrieben. Fiir den Komplex wurde weiterhin eine hohe
Enantiomerisierungsbarriere bestimmt, die durch eine hohe Metall-Chelator-Bindung erklart
wird und zudem dissoziative Prozesse inhibiert.”> Daraus kann geschlossen werden, dass die
Beobachtung verschiedener Enantiomere keinen Einfluss auf die kinetische Inertheit des

Komplexes hat.

Fiir die nachfolgenden Experimente wurden alle Verbindungen mit einer molaren Aktivitét

von 1 MBg/nmol hergestellt, um vollstindig vergleichbare Bedingungen zu gewéhrleisten.

4.2.2. Lipophilie

Die Lipophilie besitzt einen hohen Einfluss auf den Metabolisierungsweg des fracers.
Insbesondere eine hohe Lipophilie fithrt zur Ausscheidung tiber das hepatobilidre System und

kann zu einer unspezifischen Organanreicherung fiihren.[!%120]

Uber den 1-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten ~wurde die Lipophilie —der
radiomarkierten Chelator-Peptidkonjugate [**Ga]Ga-86 — [**Ga]Ga-89 analog zu Kapitel 3.2.3
bestimmt (Tabelle 9). Der negativ geladene [**Ga]Ga-DOTA-GA-Komplex weist die héchste
Hydrophilie auf. Dies war aufgrund der zwei Carboxylatgruppen, die nicht an der
Komplexierung beteiligt sind, zu erwarten. Die neutralen Komplexe [®Ga]Ga-86 und
[%8Ga]Ga-88 besitzen eine geringfiigig niedrigere Hydrophilie. [**Ga]Ga-86 besitzt eine freie
Carboxylatgruppe, sodass die Hydrophilie des DOTA-Derivates im Vergleich zu dem R-
NODA-GA-Derivat noch etwas hoher ist. CB-DO2A-GA-TATE (89) besitzt die geringste
Hydrophilie. Grund hierfiir ist die geringere Gesamtanzahl an Carboxylgruppen.
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Tabelle 9. Ermittelte (logp.4))-Werte der Substanzen [¥Ga]Ga-86 — [#°Ga]Ga-89 mit n = 3 unter Angabe des

Mittelwerts + Standardabweichung.

Substanz Chelator Ladung logpa.4)
[%Ga]Ga-86 DOTA 0 -4.09 £ 0.07
[%Ga]Ga-87 DOTA-GA -1 -4.11+£0.11
[%Ga]Ga-88 NODA-GA 0 -3.72 £0.02
[%*Ga]Ga-89 CB-DO2A-GA +1 -3.02 +0.08

4.2.3. Serumstabilitiat

Bei der Entwicklung neuer Arzneimittel spielt die Metabolisierung dieser durch verschiedene
Enzyme eine tragende Rolle. Peptide, die intravends verabreicht werden, unterliegen zwar
nicht dem first-pass-effect, der bei der oralen Gabe auftritt, jedoch insbesondere der

¢.[120] Des Weiteren

Degradation durch verschiedene Peptidasen in Blut, Leber und Nier
befinden sich im Serum verschiedene Metallionen wie Fe*", Cu?", Ca’*" und Zn**, die mit
[®Ga]Ga** konkurrieren sowie Proteine wie Transferrin, die Ga** mit hoher
thermodynamischer Stabilitit komplexieren.[””-’®121] Der Abbau der Peptidstruktur, die fiir die
spezifische Bindung zum target notwendig sind, aber auch die Transchelatierung fiihren zu

einer geringeren Anreicherung an der Zielstruktur, z. B. dem Tumor und weiterhin zu einer

hoheren Hintergrundaktivitit.

Um den Einfluss der verschiedenen Chelatoren auf die in vitro-Stabilitit der radiomarkierten
[%8Ga]Ga-Chelator-Konjugate vergleichend zu untersuchen, wurde daher die Stabilitét der
Konjugate [**Ga]Ga-86 — [*Ga]Ga-89 in humanem Serum bestimmt. Hierfiir wurden die
radiomarkierten Peptide fiir 90 min in humanem Serum bei 37 °C inkubiert. Direkt, 15 min,
30 min, 45 min, 60 min, 75 min und 90 min nach der Zugabe zu dem Serum wurde eine Probe
entnommen und die Serumproteine mittels Zugabe von eiskaltem Ethanol gefillt. Im
Anschluss wurden die Serumproteine durch Zentrifugation abgetrennt und der Uberstand

mittels Radio-HPLC (Abbildung 40) analysiert.

Insgesamt wiesen alle Konjugate [**Ga]Ga-86 — [*®Ga]Ga-89 eine sehr hohe Serumstabilitt
auf, sodass nach 90 min noch >98.7 % der Konjugate intakt waren (Abbildung 41). Auch
wenn in den HPLC-Chromatogrammen keine wesentliche [*®Ga]Ga®*-Freisetzung beobachtet
wurde, konnte [®®Ga]Ga®" durch seine chemische Ahnlichkeit zu Fe*'durch Transferrin

gebunden werden und somit zu einer erhdhten Radioaktivitit im Serumproteinpellet
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fiihren.””"78] Um dies auszuschliefen erfolgte daher die Bestimmung der Aktivitit in den
Pellets sowie im Uberstand. Hierbei trat keine erhohte Aktivitit in den Pellets auf. Die

Ergebnisse demonstrieren daher die hohe Stabilitdt aller Chelatoren gegeniiber humanem

Serum.
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Abbildung 40. Analytische Radio-HPLC-Chromatogramme nach der Inkubation der radiomarkierten Konjugate

[*8Ga]Ga-86 — [**Ga]Ga-89 in humanem Serum nach verschiedenen Inkubationszeit-punkten.
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Abbildung 41. Graphische Darstellung der Ergebnisse der Serumstabilitétsuntersuchungen von [**Ga]Ga-86 —

[®8Ga]Ga-89 iiber 90 min. Die Radiochemische Reinheit wurde zum Zeitpunkt O min auf 100 % normalisiert.
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4.2.4. DTPA-Challenge

Zur vergleichenden Untersuchung der kinetischen Inertheit der Chelator-Komplexe von
[¥Ga]Ga-86 — [**Ga]Ga-89 wurden Challenge-Experimente gegen 1 000 Aq. DTPA, das, wie
EDTA, hiufig zur Komplexierung von Metallionen eingesetzt wird, durchgefiihrt.

Fiir diesen Zweck wurden die radiomarkierten Konjugate [**Ga]Ga-86 — [**Ga]Ga-89 mit
1 000 Aq. DTPA in Natriumacetat-Puffer bei pH 4 inkubiert. Der Transchelatierungsprozess
wurde unter Verwendung der Radio-HPLC bei definierten Zeitpunkten iiber 2 h aufgezeichnet

(Abbildung 42).
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Abbildung 42. Analytische Radio-HPLC-Chromatogramme nach der Inkubation der radiomarkierten Konjugate
[**Ga]Ga-86 — [*Ga]Ga-89 mit 1 000 Aq. DTPA nach verschiedenen Inkubationszeit-punkten.
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Abbildung 43. Graphische Darstellung der Ergebnisse der DTPA-Challenge-Experimente von [%¥Ga]Ga-86 —

[*8Ga]Ga-89 iiber 120 min. Die Radiochemische Reinheit wurde zum Zeitpunkt 0 min auf 100 % normalisiert.

Abbildung 43 zeigt, dass der Anteil an intaktem Komplex fiir [**Ga]Ga-DOTA-GA-TATE
([°®Ga]Ga-87) nach 120 min mit < 94 % geringfiigig kleiner ist als fiir die anderen Komplexe.
Grund hierfiir ist die hohere Anzahl an Carboxylatgruppen, die nicht an der °*Ga-
Komplexierung beteiligt sind. Im Hinblick darauf zeigten PANDYA et al., dass zusitzliche
Carboxylate in einem Komplex, die nicht an der Koordination des Metallions beteiligt sind,
die kinetische Stabilitit senken, statt sie zu erhdhen.'?2l Die Komplexe [®Ga]Ga-DOTA,
[®3Ga]Ga-NODA-GA und [**Ga]Ga-CB-DO2A-GA waren auch noch nach 120 min mit einer

Reinheit von > 98 % nahezu intakt.

Insgesamt wiesen alle [*3Ga]Ga-Komplexe [**Ga]Ga-86 — [**Ga]Ga-89 sowohl in humanem
Serum als auch in der DTPA-Challenge eine sehr hohe kinetische Inertheit auf. Der Anteil an
intaktem Komplex war fiir [®®Ga]Ga-DOTA-GA insbesondere bei der DTPA-Challenge am
niedrigsten. Die Experimente zeigen, dass der neu entwickelte Chelatbildner CB-DO2A-GA
analog zu den etablierten Chelatoren ®*Ga-Komplexe mit einer hohen kinetischen Inertheit

bildet und somit ein geeigneter %*Ga-Chelator fiir in vivo-Anwendungen darstellt.
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5. Zusammenfassung

5.1.Kapitel 1: Vergleichende Untersuchung von sechs Chelatoren fiir ¥Zr

im Hinblick auf ihre Eignung in der Immuno-PET

Die Immuno-PET verbindet die hohe Sensitivitit der PET mit der hohen Affinitdt und
Selektivitdt von Antikorpern. Aufgrund der langsamen Pharmakokinetik sind die iiblichen
Radionuklide 'C, '8F oder %®Ga fiir die Radiomarkierung der mAbs nicht geeignet. °Zr stellt
aufgrund seiner Halbwertszeit von 78.41 h, einer hohen Verfiigbarkeit und der hohen
Ortsauflosung im PET das am besten geeignete Nuklid fiir den Einsatz in der humanen PET

mit Antikorpern.['!

Der einzige in klinischen Studien eingesetzte Chelator ist das
sechszdhnige DFO. Allerdings wurde in mehreren priklinischen in vivo-Studien eine
unzureichende kinetische Inertheit des [*Zr]-DFO-Komplexes, resultierend in einer hohen

26,16

Anreicherung in Knochen und Gelenken, gezeigt.l**!* In den letzten Jahren wurde eine Reihe

neuer Chelatoren fiir %Zr entwickelt, die auf einer vollstindigen Absittigung der

Koordinationssphire (acht Koordinationsstellen) beruhen.>?-68.73.69.70]

Um die Schliisselfrage zu beantworten, welcher der neuen Chelatoren am besten fiir den
Einsatz in der humanen PET geeignet ist und somit DFO in den klinischen Anwendungen
ersetzen sollte, wurden in der vorliegenden Arbeit sechs Chelatoren DFO*, CTH36, 3,4,3-(LI-
1,2-HOPO), DOTA, NOTA und DFO, das als Referenz diente, im Hinblick auf ihre
Radiomarkierungseigenschaften, kinetische Inertheit und Pharmakokinetik vergleichend

untersucht.

Im ersten Schritt erfolgte die Synthese der bifunktionellen Chelator-Tetrazin-Derivate, die
neben der Komplexierung von [¥Zr]Zt*" auch die Konjugation mit dem Biomolekiil unter
identischen Bedingungen erlaubt. CTH36- (25) und NODA-GA-Tetrazin (29) waren bereits in
der Arbeitsgruppe vorhanden. Wahrend die Tetrazin-Derivate von DFO 24, DFO* 27 und
DOTA-GA 26 problemlos synthetisiert werden konnten, war die Synthese des 3,4,3-(LI-1,2-
HOPO)-Derivates 28 mit einer Anpassung der Syntheseroute sowie der Zielstruktur
verbunden. Insgesamt wurden alle Tetrazin-Derivate in ausreichender Menge fiir die

nachfolgenden Experimente erhalten.

Zur Bestimmung der Radiomarkierungseigenschaften der Chelatoren und der kinetischen
Inertheit der gebildeten [*°Zr]-Chelator-Komplexe wurden die Tetrazine zunichst in einer

iIEDDA-Reaktion mit einem TCO-modifizierten Modellpeptid, dem Pentapeptid ¢(RGDfK)
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(13) umgesetzt. Die Peptidkonjugate 71 — 76 wurden dabei in einer hohen Ausbeute von 59 —
84 % als DHP/Pyridazin-Gemische erhalten. In der anschlieBenden Radiomarkierung ergaben
sich signifikante Unterschiede fiir die verschiedenen Chelatoren. Wihrend [*°Zr]Zr-DFO-,
[¥Zr]Zr-DFO*- und [**Zr]Zr-CTH36-c(RGDfK) 71 — 73 bereits nach einer Stunde bei 37 °C
in einer hohen radiochemische Reinheit von > 95 % erhalten wurde, war zur Radiomarkierung
von 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-c(RGDfK) 74 eine deutlich ldngeren Markierungszeit von 5 h
notwendig. Auch bildeten sich fiir 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) mehrere Konformere, die sich aber
nicht auf die kinetische Inertheit des Komplexes auswirkten. Fiir DOTA-GA-c(RGDfK) 75
und NODA-GA-c(RGDfK) 76 konnte weder bei 37 °C oder 99 °C, noch durch Variation des
pH-Wertes oder Verwendung von [*°Zr]ZrCls eine **Zr-Inkorporation erzielt werden, sodass

diese im Weiteren nicht verwendet werden konnten.

Nach der erfolgreichen Radiomarkierung wurde die Lipophilie der markierten Konjugate
bestimmt. Diese war fiir [*Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-c(RGDfK) (74) mit -1.8 deutlich

hoher als die der anderen Konjugate mit -2.3 —-2.8.

Zur Bestimmung der relativen kinetischen Inertheit der gebildeten [3°Zr]Zr-Chelator-
Komplexe wurden die Peptidkonjugate 71 — 74 in einem EDTA-Challenge-Experiment mit
einem 10 000-fachen Uberschuss an EDTA untersucht. Dabei wies der [*°Zr]Zr-DFO-
Komplex die geringste kinetische Inertheit auf. Jedoch zeigte sich auch fiir [**Zr]Zr-CTH36
eine hohe Labilitit. Dagegen demonstrierten [*Zr]Zr-DFO* und [*°Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-
HOPO) eine hohe kinetische Inertheit gegeniiber der Transchelatierung.

In den darauffolgenden in vitro- und in vivo-Experimenten erfolgte der direkte Vergleich der
beiden vielversprechendsten Chelatoren DFO* und 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) sowie der Referenz
DFO. Unter Verwendung der 1EDDA-Reaktion wurden zundchst die Chelator-
Immunokonjugate 78 — 80 mit einer definierten Anzahl an Derivatisierungsstellen pro mAb
von 1.4 £ 0.3 TCOs/mAb, die mittels einer optischer Methode bestimmt wurde, hergestellt.
Cetuximab wurde dabei als Modellantikdrper fiir intakte IgGs gewdhlt. Alle Chelator-
Cetuximab-Konjugate wurden innerhalb von 30 min mit einer hohen radiochemischen
Reinheit >99 % und einer spezifischen Aktivitit von 50 MBg/mg bei milden
Reaktionsbedingungen radiomarkiert. Da sowohl die Radiomarkierung als auch die
Biokonjugation und der Chelator selbst die Immunoreaktivitit des mAbs herabsetzen konnen,
wurde die Immunoreaktivitit der markierten Antikorper-Konjugate [*Zr]Zr-78 — [*Zr]Zr-80
mittels Lindmo-Assay bestimmt. Alle Konjugate [¥Zr]Zr-78 — [**Zr]Zr-80 wiesen dabei eine
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Immunoreaktivitdt im Bereich von 86.5 — 88.1 % auf und waren daher in dieser Hinsicht

gleichermaBen fiir die in vivo-Evaluierung geeignet.

AbschlieBend erfolgte die Bestimmung der kinetischen Inertheit, Pharmakokinetik und
Biodistribution in vivo. Hierfiir wurden die %°Zr-radiomarkierten Immunokonjugate [3°Zr]Zr-
78 — [¥Zr]Zr-80 HT-29-tumortragenden Miusen intravends verabreicht. Direkt, 72 h und
144 h nach der Injektion wurden die Tiere mittels Kleintier-PET/CT untersucht. Nach der
letzten Messung erfolgte schlieBlich die zervikale Dislokation der Tiere und die ex vivo-
Biodistribution wurde bestimmt. Der Tumor konnte nach 72h und 144 h mit allen
Immunokonjugaten [*°Zr]Zr-78 — [¥Zr]Zr-80 mittels PET/CT dargestellt werden, wobei nach
144 h das Tumor-zu-Hintergrundverhéltnis deutlich héher war. Weiterhin wurde in den in
vivo-Versuchen die geringe kinetische Inertheit von [*°Zr]Zr-DFO-Cetuximab ([*Zr]Zr-78)
sowie die Anreicherung des freigesetzten [*Zr]Zr** in den Knochen bestitigt. Die
Verwendung der Chelatoren DFO* und 3,4,3-(LI-1,2-HOPO) fiihrte hingegen zu einer
deutlich geringeren Anreicherung der Radioaktivitit im Knochen und einem hohen Tumor-
zu-Hintergrundverhéltnis im PET/CT. Ein signifikanter Unterschied in der Pharmakokinetik
zwischen [¥Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-HOPO)- ([¥Zr]Zr-80) und [¥Zr]Zr-DFO*-Cetuximab
([¥Zr])Zr-79) war die deutlich hdhere Anreicherung von [*Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-
Cetuximab ([*°Zr]Zr-80) in der Leber und Milz, die zu einem geringeren Tumor-zu-
Organverhiltnis fiir diese Organe fiihrte. Eine Begriindung hierfiir kann die hohere Lipophilie

des 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Derivates im Vergleich zu den DFO- und DFO*-Derivaten sein.
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Abbildung 44. Vergleich der Tumor-zu-Organverhéltnisse flir die Organe Muskel, Leber und Knochen,

berechnet aus den ex vivo-Biodistributionsstudien in HT-29-tumortragenden Miusen unter Verwendung von

Tumor-zu-Gewebe-Verhiltnis
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[¥Zr])Zr-78, [3°Zr]Zr-79 und [¥Zr]Zr-80.

Alles in Allem weisen die Komplexe [*Zr]Zr-DFO* und [*Zr]Zr-3,4,3-(LI-1,2-HOPO) eine
deutlich hohere kinetische Inertheit in den EDTA-Challenge-Experimenten und in vivo-
Versuchen als [¥Zr]Zr-DFO auf. Jedoch besitzt DFO* aufgrund seiner geringeren Lipophilie
ein vorteilhafteres pharmakokinetisches Profil und stellt daher den vielversprechendsten
Chelator fiir die stabile **Zr-Radiomarkierung von Antikoérpern dar. In der Zukunft sollte
daher DFO* den derzeitigen klinischen Standard fiir **Zr-Radiomarkierungen DFO in der

Immuno-PET ersetzen.

o, ©
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Abbildung 45. [¥Zr]Zr-DFO und [¥Zr]Zr-DFO*.
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Zusammenfassung

5.2. Kapitel 2: Synthese eines neuen bifunktionellen CB-Chelators und
Vergleich der %®Ga-Radiomarkierungs- und Stabilititseigenschaften mit

etablierten Chelatoren

[%%Ga]Ga®" stellt ein wichtiges klinisches Radionuklid in der Herstellung von peptidischen
Radiotracern fiir die PET dar. Fiir die stabile Komplexierung von %*Ga konnen mehrere
Chelatoren wie DOTA (1), NODA-GA (23), DOTA-GA (22) und NOTA (15) genutzt
werden. Die [**Ga]Ga-Chelator-Komplexe unterscheiden sich in ihrer Ladung sowie der Zahl
an freien Carboxylaten. Diese Parameter haben wiederum einen Einfluss auf die in vivo-

Pharmakokinetik und -Biodistribution der Radiopharmaka.[87-%4

In der vorliegenden Arbeit wurde die Synthese eines backbone-modifizierten Chelators CB-
DO2A-GA (32), der die Konjugation mit Peptiden ohne Anderung der Koordinationssphére
von CB-DO2A erlaubt, etabliert und seine radiochemischen und chemischen Eigenschaften
mit denen der etablierten Chelatoren DOTA (1), NODA-GA (23) und DOTA-GA (22)

verglichen.

;I
]

(0)

HO—°

N l\?\\(o (\ o
aw |
1557 s
HO —/ N/k | o
oo
CB-DO2A-GA [%Ga]Ga-CB-DO2A-GA
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Abbildung 46. Struktur von CB-DO2A-GA und [®¥Ga]Ga-CB-DO2A-GA.

Hierfiir erfolgte zundchst die Herstellung peptidischer Chelator-Konjugate mittels
Festphasenpeptidsynthese. Nach der Radiomarkierung der Konjugate, die fiir CB-DO2A-GA-
TATE mit einer hoheren Reaktionszeit und geringeren optimierten molaren Aktivitdt von
1 MBg/nmol deutlich weniger effektiv war, wurden die Lipophilie, Serumstabilitdt und
kinetischen Inertheit in DTPA-Challenge-Experimenten untersucht. Im Vergleich zu den
etablierten Chelatoren wies [**Ga]Ga-CB-DO2A-GA-TATE ([%®*Ga]Ga-89), aufgrund der
geringeren Zahl an geladenen Gruppen, die geringste Hydrophilie auf. [**Ga]Ga-CB-DO2A-
GA-TATE ([*®*Ga]Ga-89) demonstrierte des Weiteren eine hohe kinetische Inertheit in den
DTPA-Challenge-Experimenten, die die von [**Ga]Ga-DOTA-GA-TATE ([*®*Ga]Ga-87)
iibertraf, und konnte zudem im Hinblick auf die metabolische Degradation eine hohe Stabilitit

aufweisen.
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Zusammenfassend stellt daher der synthetisierte Chelator CB-DO2A-GA (32) eine
Alternative zu den etablierten Chelatoren dar, insbesondere wenn der Einsatz eines positiven
8Ga-Komplexes zu der Verbesserung des pharmakokinetischen Profils des Radiotracers fiihrt
und daher bevorzugt wird. Fiir eine effiziente Radiomarkierung mit hohen spezifischen

Aktivitdten sollte in Zukunft die Optimierung der Radiomarkierungsbedingungen erfolgen.
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6. Experimenteller Teil
6.1. Verwendete Geriite

6.1.1. Kernresonanzspektroskopie ("H-NMR, *C-NMR)

Die nuclear magnetic resonance (NMR)-Spektroskopie wurde an einem MERCURYplus NMR
Spektrometer mit 300 MHz fiir das 'H-NMR, an einem Varian NMR System Spektrometer der
Firma Agilent Technologies mit 500 MHz fiir die 'H- und 126 MHz fiir die '*C-Experimente
oder an einem Bruker Avance III HD NMR Spektrometer mit 700 MHz fiir die 'H- und
176 MHz fiir die '*C-Experimente von T. Timmermann (RKU, Heidelberg) oder Dr. V.
Filippou (Varimol TGU, Stuttgart) durchgefiihrt. Die deuterierten Ldsungsmittel CDCls,
DMSO-ds, Methanol-ds4 und DO wurden von der Firma Deutero erworben. Zur Auswertung
wurde MestReNova-6.0.2-5475 der Firma Mestrelab Research S. L. verwendet.l'*¥] Als interne

Standards wurden die Restsignale der Protonen der deuterierten Losungsmittel verwendet.!!24]

Tabelle 10. Restsignale der deuterierten Losungsmittel.

Losungsmittel é [ppm] im 'H é [ppm] im *C
CDCl; 7.26 77.16
DMSO-ds 2.50 39.52
Methanol-d; 3.31 49.00
DO 4.79 /

Die Zuordnung der 'H-NMR und '*C-NMR-Signale, aus dem Attached proton test (APT),
erfolgte mittels 2D-Spektroskopie-Experimenten der correlated spectroscopy (COSY), der
heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy (HSQC) und der heteronuclear
multiple bond spectroscopy (HMBC). Die Angabe der chemischen Verschiebung ¢ erfolgt in
ppm. Die Kopplungskonstante J wird in Hertz (Hz) angegeben.

6.1.2. Massenspektrometrie

MALDI-MS

Die MALDI-MS wurde an einem Bruker Daltonics Microflex Spektrometer ausgestattet mit
einem LTB MNLI00 (106 PD) V 002.61 Laser unter Verwendung einer Pulsfrequenz von
60 Hz durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten im positiven Modus. Die Steuerung erfolgte
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mit flexControl Version 3.3 (Build 108) und die Auswertung mit flexAnalysis Version 3.3
(Build 80).1%) Als Matrices wurden a-Cyanozimtsiure (a-CS) als Losung in HoO/MeCN
(75/25, v/v, 10 mg/mL) oder Gentisinsdure (GS) als Ldosung in HoO/MeCN (50/50, v/v,

20 mg/mL) verwendet.
HR-ESI-MS

Die High-Resolution-Elektrospray Ionisation (HR-ESI)-MS wurde von Dr. Werner Spahl
(Department fiir Chemie, Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen) an einem Thermo
Finnigan LTQ FT Ultra Fourier Transform lonen Cyclotron Resonanz Massenspektrometer
durchgefiihrt. Die Spraykapillarenspannung am /JonMax ESI-Kopf betrug 4 kV, die
Heizkapillarentemperatur 250 °C, der Stickstoff Sheathgasfluss 20 und der Sweepgasfluss
5 Einheiten. Fiir FlieBinjektionsanalyse (FIA) wurde mit einer Surveyor MS Pumpe eine
Flussrate von 0.1 mL/min gewéihlt. Als Losungsmittel wurde HoO/MeCN (20:80 oder 80:20,

v/v) verwendet.

6.1.3. Spektrometrie

Die Bestimmung der Konzentration der Cetuximab-Losungen und der Tetrazin-Konzentration
erfolgte unter Verwendung des BioSpectrometer kinetic Spektralphotometers von Eppendorf.
Fir die Messung wurden 70 pL-mikro UV-Kiivetten der Brand GmbH und Co. KG

(Weinheim, Deutschland) verwendet.

6.1.4. Aktivititsbestimmung

Aktivimeter

Die Messung der Radioaktivitidt erfolgte mit dem ISOMED 2010 Aktivimeter von
NUVIATech Instruments GmbH.

Gammazahler

Zur Messung der y-Strahlung wurde der 2480 Wizard’-Gammazihler der Firma PerkinElmer

verwendet.
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6.1.5. Chromatographische Methoden

HPLC

Die analytische und semipriparative HPLC wurden an einem Dionex UltiMate 3000 System
(Thermo Fisher), ausgestattet mit einer Chromolith Performance Saule (RP-18e, 100 —
4.6 mm, Merck) und einer Chromolith SemiPrep Saule (RP-18e, 100 — 10mm, Merck),
durchgefiihrt. Die Durchflussrate betrug flir die Sequenzen, soweit nicht anders angegeben,
4 mL/min. Als Laufmittel wurden H20 und MeCN mit 0.1 % TFA oder 0.1 % Ameisensdure
(AS) verwendet. Fiir die Radio-HPLC war das System zusétzlich mit dem Radio-Detektor
Gabi Star (Raytest) erweitert. Zur Analyse der [*°Zr]Zr-Chelator-c(RGDfK) Experimente
wurde eine Gemini Sdule (C18, 5 pm, 250 — 4.6 mm, Phenomenex) mit einer Durchflussrate
von 2 mL/min verwendet. Fiir die Cetuximab-Derivate wurde die SEC-Séule Superdex 200
Increase 10/300 GL (Polyethylen (PE) Filter, ~ 8.6 um, 10 x 300 mm, Cytiva) verwendet.
Hierfiir wurde als Laufmittel ein Phosphatpuffer (0.05 M, pH = 7), der mit NaCl (0.15 M) und

NaN3 (0.01 M) versetzt wurde, mit einer Durchflussrate von 0.75 mL/min gewdhlt.

Fiir Steuerung der HPLC sowie die Auswertung der Daten wurde Dionex Chromeleon 6.8

bzw. 7.1.3 von Thermo Fisher Scientific verwendet.!!?!

Diinnschichtchromatographie

Die Bestimmung des RsWertes und Reaktionskontrollen erfolgten  mittels
Diinnschichtchromatographien (DC). Hierbei wurden die Polyester-Fertigfolien POLYGRAM
SIL G/UV>s4 der Firma Macherey-Nagel GmbH & Co. KG verwendet. Die Detektion der
Substanzen erfolgte mittels UV-Licht bei einer Wellenldnge von 4 = 254 nm. Als Laufmittel
wurden Ethylacetat (EA), Hexan, DCM und Methanol verwendet.

Radio-DC

Die Radio-DC-Analysen wurden unter Verwendung von instant thin layer chromatography-
silica gel (ITLC-SG)-Streifen (Agilent Technologies) und einem Citratpuffer (0.1 M, pH 5) an
einem Scan-Ram radio-TLC Scanner der Firma LabLogic durchgefiihrt. Die Steuerung des
Scanners sowie die Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit der Software Laura von

LabLogic'*"]
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Sdulenchromatographie

Die Saulenchromatographie (SC) zur Aufreinigung der Substanzen erfolgte mit dem Kieselgel
60 (0.04 — 0.063 mm, 230 — 400 mesh) der Firma Merck. Die Laufmittelzusammensetzung fiir

DC und SC werden in Volumenanteilen v/v angegeben.

6.1.6. Zentrifugation

Die Zentrifugation erfolgte liber die Centrifuge 5804 R und die miniSpin Zentrifuge der Firma
Eppendorf. Fiir die Aufreinigung bzw. Konzentrierung der mAb-Losungen wurde die

Varifuge 3.0 R von Heraeus bei 2500 xg verwendet.

6.1.7. Lyophilisation

Nach der Aufreinigung der Substanzen iiber semipriparative HPLC wurden diese iiber
Lyophilisation mit den Gefriertrocknungsanlagen Alpha 2-4 LD plus der Firma Martin Christ

und LyoQuest von Telstar® getrocknet.

6.1.8. Zellkultivierung

Die Zellkulturarbeiten erfolgten unter der Sicherheitswerkbank der Klasse 2, der Thermo
Scienfic™ Safe 2020-Werkbank. Alle Zelllinien wurden bei 37 °C in einer mit 5% CO»
angereicherten Luft und einer relativen Luftfeuchtigkeit von >93 % in einem Heracell 150i
bzw. Heracell VIOS 160i CO,-Inkubator von Thermo Scientific™ inkubiert. Die Bestimmung
der Zellzahl erfolgte mit Hilfe von Einweg-Zdhlkammern C-Chips von NanoEnTek. Zur
gleichzeitigen Beurteilung der Vitalitét der Zellen wurde hierfiir die Zellsuspension (10 pL)
mit einer 0.4%igen Trypanblauldsung (10 uL) versetzt. Der Diazofarbstoff Trypanblau wird
nur von perforierten und abgestorbenen Zellen aufgenommen. Die Vitalitdt aller verwendeten

Zellen lag bei > 90 %.
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Die Zellzahl berechnet sich anhand der Formel 2:

vitale Zellen —10%-n-VF 2

mL

n: Zellzahl
VF: Verdiinnungsfaktor

6.1.9. Anisthesiegerit

Zur Anisthesie der zu untersuchenden Tiere wurde das fahrbare Narkosegerdt Sulla 19 der
Firma Drdger (Liibeck, Deutschland) verwendet. Isofluran wurde tiber die Pharmazeutische
Handelsgesellschaft mbH von cp-pharma (Burgdorf, Deutschland) und der medizinische
Sauerstoff tiber Drdger (Liibeck, Deutschland) bezogen.

Zum Einleiten der Narkose in der Induktionskammer wurden 5 Vol% Isofluran/3 Vol.% O:
verwendet. Das Aufrechterhalten der Narkose erfolgte mit etwa 3 Vol% Isofluran/3 Vol.%.
Oz. Nach der Umlagerung wurde die Narkose iiber Maske mit ca. 1 — 2 Vol%
Isofluran/0.9 Vol.% O» weitergefiihrt.

6.1.10. Kleintier-PET/CT

Die in vivo-Bildgebung erfolgte mittels des Kleintier-PET/SPECT/CTs von Bruker, dem
Albira Imaging System. Insgesamt besteht das PET aus drei Ringen, jeder Ring enthilt dabei
acht Detektoren. Die Detektoren sind Lutetium Yttrium Orthosilikat Einfachkristalle, die mit
positionssensitiven Photomultiplier-Rohren verbunden sind. Die Sensitivitdt betrdgt mit drei
Ringen 9% und die Auflosung < 1.1 mm. Das transaxiale Sichtfeld FOV umfasst 80 mm und
das axiale FOV 148 mm. Die Messungen erfolgten als statische Aufnahme, ein Frame mit
60 min. Die Rekonstruktion der PET-Messungen erfolgte mit Hilfe eines iterativem 2D-
Rekonstruktionsalgorithmus (Zr-89 MLEM GPU 3R 20x20 0.5). Zwolf Iterationen mit einer
Voxelgrofie von 0.5 mm wurden durchgefiihrt. Des Weiteren wurden bei der Rekonstruktion
Korrekturen fiir die Streukoinzidenzen (Scatters), zufillige Koinzidenzen (Randoms) und den
radioaktiven Zerfall (Decay) durchgefiihrt. Die CT-Einheit besteht aus einer Rontgenquelle
und dem dazugehdrigen Detektor. Die Messungen erfolgten bei einer RGhrenspannung von
45kV und einem Rohrenstrom von 400 pA. Die Rekonstruktion erfolgte mittels einer

gefilterten Riickprojektion (Filtered Back Projection) mit einer hohen Aufldsung von
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0.125 pm. Die rekonstruierten PET/CT-Daten wurden manuell unter Verwendung von PMOD

3.6 fusioniert und analysiert.[!?%

6.2. Verwendete Chemikalien und Materialien

Alle Losungsmittel und Reagenzien wurden, solange nicht anders angegeben, ohne weitere
Aufreinigung verwendet. MeCN (HPLC grade) und Wasser (HPLC grade) wurden von
Hdberle Labortechnik (Lonsee-Ettlenschie, Deutschland) oder Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland) erhalten. Fiir den Einsatz in der HPLC wurde zusitzlich Wasser mittels der
Reinstwasseranlage Aquinity’ von membraPure hergestellt. TFA (Uvasol® fiir die
Spektroskopie) wurde von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) und die geschiitzten
Aminosédurederivate wurden von Merck (Darmstadt, Deutschland) und Carbolution (St.
Ingbert, Deutschland) bezogen. PyBOP, das Fmoc-Asp(NovaSyn® TGA)-OAll Harz und
Fmoc-Thr(fBu)-Wang Harz fiir die Peptidsynthese sowie die Tracepur® Reagenzien H,O
(Tracepur®), Salzsdure (30 %) und Natronlauge (30 %, Suprapur®) wurden von Merck
(Darmstadt, Deutschland) gekauft. Die Erbitux Infusionsldsung (5 mg/mL Cetuximab) wurde
von Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. DIPEA, HBTU und TFA (fiir die
Peptidsynthese) wurden von Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) gekauft. Die
Tetrazinderivate H-Tz-Bn-NH3Cl (36) und 4-(1,2,4,5-Tetrazin-3-yl)benzoesdure (67) wurden
von Varimol (Stuttgart, Deutschland) und H-Tz-Bn-NH3(HCOO) (69) von SiChem (Bremen,
Deutschland) bezogen. Die Chelatoren R-NODA-GA(/Bu);, DOTA-GA(tBu)s, DOTA(fBu)s,
der Vorlaufer CB-Cyclen sowie DTPA wurde von CheMatech (Dijon, Frankreich) gekauft.
TCO-NPC und TCO-NHS wurden von SiChem (Bremen, Deutschland) bezogen. Die
Herstellung des HEPES-Puffer erfolgte mit HEPES (Ultrapur®) von Gerbu Biotechnik
(Heidelberg, Deutschland). Die DPBS wurde von VWR (Bruchsal, Deutschland) erworben.
Die [*°Zr]Zr-oxalat Losung in 1.0 M Oxalsiure wurde von PerkinElmer (NEZ308000MC,
Rodgau, Deutschland) bezogen. Durch die Elution des ®Ge/*®Ga-Generators GalliaPharm®
von Eckert & Ziegler (Berlin, Deutschland) mit 0.1 M HCI wurde [*®Ga]GaCl; erhalten.

Argon wurde von der Firma Praxair Deutschland GmbH (Diisseldorf, Deutschland) und

Wasserstoff von Tyczka Industrie-Gase GmbH (Mannheim, Deutschland) erhalten.

Alle anderen Chemikalien und Losungsmittel wurden von Carl Roth (Karlsruhe,

Deutschland), Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland), 7CI Deutschland GmbH
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(Eschborn, Deutschland), Thermo Fisher GmbH (Kandel, Deutschland) und VWR (Bruchsal,
Deutschland) erhalten.

Zur Aufreinigung der AntikOrperderivate wurden Zentrifugalfilter Vivaspin 6 (Membran:
30 000 MWCO) der Firma Sartorius (Stonehouse, UK) und Nap-5, Nap-10, Nap-25
Sephadex Sdulen (G-25 DNA Grade) von Cytiva (Amersham Place, Buckinghamshire, UK)

verwendet.

Die Zelllinien HT-29 und A431 wurden vom Leibniz-Institut Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) (Braunschweig, Deutschland) gekauft. Das
McCoy’s 54 Medium (1X, modifiziert), das Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
Penicillin-Streptomycin (10 000 U/mL) sowie die 0.25%ige mit EDTA und Phenolrot
modifizierte Trypsin-Losung wurden von Thermo Fisher GmbH (Kandel, Deutschland)
erhalten. Das fotales Rinderserum (FBS) wurde von Bio&Sell GmbH (Niirnberg,
Deutschland) bezogen. BSA wurde von Carl Roth gekauft. Das Bradford Reagenz wurde von
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

Die 0.5 mL-Insulinspritzen Omnican® 50 zur Tumorzellinokulation, die 0.9%ige NaCl sowie
die Injektions-Kaniilen (0.30 x 12 mm, 30G x ') wurden von der Firma B. Braun
(Melsungen, Hessen) erworben. Heparin-Natrium (25000 1. E.) wurde von ratiopharm
bezogen. Des Weiteren erfolgte die intravendse (i. v.) Injektion des Radiotracer iiber einen
Polyethylenschlauch (0.28 mm ID, 0.61 mm AD) der Firma smiths medical (Gransbrunn,
Deutschland).
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6.3. Vergleichende Untersuchung von sechs Chelatoren fiir %Zr im

Hinblick auf ihre Eignung in der Immuno-PET

6.3.1. Synthese der Tetrazin-Derivate

6.3.1.1. 4-((4-(1,2,4,5-Tetrazin-3-yl)benzyl)amino)-4-oxobutansiure (37)

0]
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37

In einem 5 mL-Kolben wurde Bernsteinsdureanhydrid (8 mg, 0.08 mmol, 1.20 Aq.) in
absolutem DMF (1 mL) vorgelegt. Es folgte die Zugabe von H-Tz-Bn-NH3Cl (36) (15 mg,
0.07 mmol, 1.0 Aq.). Nachdem Triethylamin (9.3 uL, 0.07 mmol, 1.0 Aq.) zugegeben wurde,
wurde die Reaktion 4 h bei RT unter Lichtausschluss geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter
Verwendung einer Olpumpe entfernt. SchlieBlich folgte die Aufreinigung mittels
semipraparativer HPLC (0 — 40 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min, R; = 3.99 min). 37 (17 mg,
0.06 mmol, 86 %) wurde nach der Lyophilisation als pinker Feststoff isoliert.

HPLC: R¢=1.09 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 98.6 %

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 12.11 (s, 1H, OH), 10.57 (s, 1H, H-13), 8.52 (t, J
= 5.9 Hz, 1H, NH), 8.44 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-8, H-10), 7.54 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-7, H-11),
441 (d,J= 6.0 Hz, 2H, H-5), 2.53 — 2.47 (m, 2H, H-2), 2.47 — 2.41 (m, 2H, H-3).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) J [ppm] = 173.88 (C-1), 171.30 (C-4), 165.44 (C-12),
158.11 (C-13), 145.00 (C-9), 130.29 (C-6), 128.02 (C-7, C-11), 127.75 (C-8, C-10), 41.87 (C-
5), 30.02 (C-3), 29.13 (C-2).

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 288.26 (288.11).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 288.1090 (288.1092), [M+H]" (ber.): 286.0946
(286.0945).
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6.3.1.2. DFO-Tetrazin (24)
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37 (7.0 mg, 24.4 pmol, 1.0 Aq.) und DFO-Mesylat (17.6 mg, 26.8 pmol, 1.10 Aq.) wurden in
DMSO (0.75 mL) vorgelegt. Es folgte die Zugabe von PyBOP (25.0 mg, 48.7 umol, 2.0 Aq.)
und Triethylamin (10 pL, 73.1 pmol, 3.0 Aq.). Das Reaktionsgemisch wurde 3 h unter
Lichtausschluss bei RT geriihrt. Das Rohprodukt wurde durch Zugabe von MeCN/Wasser
(1:1, v/v) gefdllt. Der Feststoff wurde erneut in DMSO gelost und erneut gefillt. Dieser
Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. DFO-Tetrazin (24) (13.2 mg, 15.9 pmol, 65 %)

wurde nach der Gefriertrocknung als pinker Feststoft erhalten.

HPLC: R:=2.60 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % AS in 5 min)
Reinheit: 100 %

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 10.58 (s, 1H, H-38), 9.64 (s, 1H, OH), 9.62 —
9.54 (m, 2H, OH), 8.49 (t, J= 6.1 Hz, 1H, NH), 8.45 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-33, H-35), 7.81 (,
J=5.6 Hz, 1H, NH), 7.77 (t, J = 5.6 Hz, 2H, NH), 7.53 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-32, H-36), 4.39
(d, J= 6.0 Hz, 2H, H-30), 3.49 — 3.41 (m, 6H, H-3, H-12, H-21), 3.07 — 2.94 (m, 6H, H-7, H-
16, H-25), 2.57 (t, J = 7.4 Hz, 4H, H-10, H-19), 2.42 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H-28), 2.35 (t, J= 6.9
Hz, 2H, H-27), 2.26 (t, J = 7.4 Hz, 4H, H-9, H-18), 1.96 (s, 3H, H-1), 1.55 — 1.44 (m, 6H, H-
4, H-13, H-22), 1.43 — 1.32 (m, 6H, H-6, H-15, H-24), 1.27 — 1.16 (m, 6H, H-5, H-14, H-23).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-de) J [ppm] = 172.41 (C=0), 172.13(C=0), 171.74 (C=0),
171.52 (C=0), 170.58 (C-2), 165.88 (C-37), 158.55 (C-38), 145.47 (C-34), 130.74 (C-31),
128.46 (C-32, C-36), 128.19 (C-33, C-35), 47.52 und 47.23 (C-3, C-12, C-21), 42.29 (C-30),
40.88, 38.87 und 38.86 (C-7, C-16, C-25), 31.29 (C-28), 31.22 (C-27), 30.34 (C-9, C-18),
29.27 (C-6, C-15, C-24), 28.01 (C-10, C-19), 26.48 (C-4, C-13, C-22), 23.94 (C-5, C-14, C-
23),20.79 (C-1).
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MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 829.66 (830.45), [M+Na]' (ber.): 852.82 (852.43),
[M+K]" (ber.): 868.34 (868.41).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]' (ber.): 830.4508 (830.4519), [M+Na]' (ber.): 852.4327
(852.4339), [M-HJ" (ber.): 828.4374 (828.4374).

6.3.1.3. tBu-NV-(benzyloxy)carbamat (41)
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Die Durchfiihrung der Synthese erfolgte nach einer Vorschrift von KADI et al..”®! O-Benzyl-
hydroxylaminhydrochlorid (38) (1.50 g, 9.40 mmol, 1.0 Aq) wurde in einem 1:1-
Wasser/Tetrahydrofuran (THF)-Gemisch (20 mL) vorgelegt. Es folgte die Zugabe von
Triethylamin (1.30 mL, 9.30 mmol, 1.0 Aq.). Im Anschluss wurde eine Losung an Boc,O
(2.2 mL, 9.30 mmol, 1.0 Aq.) in THF (4.50 mL) zugetropft. Die Reaktionsldsung wurde 2.5 h
bei RT geriihrt. SchlieBlich wurde das THF wunter vermindertem Druck am
Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wurde in Ethylacetat (30 mL) aufgenommen
und jeweils zweimal mit einer 0.01 M HCI-Lésung (30 mL) und mit Wasser (30 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSO4 getrocknet. Nach Entfernen des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer wurde 41 (2.046 g, 9.16 mmol, 97 %, Lit: 91 %)

als farbloses Ol erhalten, welches nach einer Woche bei -4 °C auskristallisierte.
R+-Wert: 0.50 (EA/Hexan 1:3)

HPLC: Ri=1.51 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Reinheit: 99.8 %

TH-NMR (500 MHz, CDCLs) 6 [ppm] = 7.43 — 7.31 (m, 5H, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10), 7.12
(s, 1H, NH), 4.86 (s, 2H, H-4), 1.48 (s, 9H, H-1).

13C-NMR (126 MHz, CDCL3) § [ppm] = 156.84 (C-3), 135.86 (C-5), 129.24 (C-7, C-9),
128.61 (C-6, C-8, C-10), 81.86 (C-2), 78.58 (C-4), 28.33 (C-1).

MALDI (m/z): [M+2Na-H]" (ber.): 267.31 (268.09).

HR-ESI-MS (m/z): [M-H] (ber.): 222.1136 (222.1135).
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6.3.1.4. 2-(5-Chlorpentyl)isoindolin-1,3-dion (42)

Die Durchfiihrung der Synthese erfolgte nach einer Vorschrift von KADI et al..”! 1-Brom-
5-chlorpentan (40) (2.80 g, 15.10 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem DMF (16 mL) unter
Argon-Atmosphére vorgelegt. Nach der Zugabe von Kaliumphthalimid (2.796 g, 15.10 mmol,
1.0 Aq.) wurde die Suspension 20 h bei RT geriihrt. Im Anschluss wurde eine gesittigte
NaCl-Losung (30 mL) zugegeben und dreimal mit Chloroform (20 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit MgSO4 getrocknet. Das Ldosungsmittel wurde
unter vermindertem Druck am Rotationsverdampfer entfernt und 42 (3.404 g, 13.53 mmol,
90 %, Lit: 84 %*°)) als farbloses Ol erhalten. Das Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung

in der néchsten Stufe eingesetzt.
R+-Wert: 0.34 (EA/Hexan 1:3)

HPLC: R¢=2.25 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Reinheit: 88.4 %

TH-NMR (500 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 7.86 — 7.81 (m, 2H, H-8, H-11), 7.74 — 7.68 (m, 2H,
H-9, H-10), 3.69 (t, J = 7.2 Hz, 2H, H-5), 3.52 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H-1), 1.86 — 1.78 (m, 2H,
H-2), 1.76 — 1.67 (m, 2H, H-4), 1.54 — 1.45 (m, 2H, H-3).

13C-NMR (126 MHz, CDCls) § [ppm] = 168.53 (C-6, C-13), 134.05, (C-9, C-10), 132.24 (C-
7, C-12), 123.34 (C-8, C-11), 44.85 (C-1), 37.82 (C-5), 32.18 (C-2), 28.00 (C-4), 24.26 (C-3).

6.3.1.5. tert-Butyl(benzyloxy)(5-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)pentyl)carbamat (43)
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Die Durchfiihrung der Synthese erfolgte nach einer Vorschrift von KADI et al..””! tert-Butyl-
N-(benzyloxy)carbamat (41) (3.0 g, 13.44 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absolutem DMF (20 mL)
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unter Argon-Atmosphire vorgelegt. Nach der Zugabe von Natriumiodid (0.089 g, 0.59 mmol,
0.04 Aq.) und Natriumhydrid (0.435 g, 18.14 mmol, 1.35 Aq.) wurde das Reaktionsgemisch
15 min bei 85 °C geriihrt. Im Anschluss erfolgte die portionierte Zugabe von 42 (3.687 g,
14.65 mmol, 1.09 Aq.). Das Reaktionsgemisch wurde 19 h bei 85 °C geriihrt. Nach dem
Abkiihlen der Reaktion auf RT, wurde diese durch Zugabe von Wasser (10 mL) gestoppt. Im
Anschluss wurde dreimal mit Diethylether (20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden jeweils zweimal mit 20 mL einer 1%igen Na;SOs-Losung, Wasser und einer
gesattigten NaCl-Losung gewaschen. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie
(SiO2, EA/Cy 1:4) aufgereinigt. 43 (5.594 g, 12.76 mmol, 95 %, Lit: 82 %) wurde als

farbloser Feststoff erhalten.
R+-Wert: 0.34 (EA/Hexan 1:3)

HPLC: Ri=3.43 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Reinheit: 99.4 %

IH-NMR (500 MHz, CDCls) J [ppm] = 7.83 (dd, J = 5.4, 3.1 Hz, 2H, H-18, H-21), 7.70 (dd,
J=15.5,3.0 Hz, 2H, H-19, H-20), 7.43 — 7.37 (m, 2H, H-6, H-10), 7.37 — 7.30 (m, 3H, H-7,
H-8, H-9), 4.81 (s, 2H, H-4), 3.66 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-15), 3.39 (t, J = 7.2 Hz, 2H, H-11),
1.71 — 1.60 (m, 4H, H-12, H-14), 1.49 (s, 9H, H-1), 1.37 — 1.30 (m, 2H, H-13).

13C-NMR (126 MHz, CDCls) § [ppm] = 168.52 (C-16, C-23), 156.69 (C-3), 135.81 (C-2),
133.99 (C-20, C-19), 132.30 (C-17, C-18), 129.52 (C-6, C-10), 128.59 (C-8), 128.54 (C-7, C-
9), 123.30 (C-18, C-21), 77.04 (C-4), 49.61 (C-11), 38.01 (C-15), 28.47 (C-1), 28.46 (C-14),
26.84 (C-12), 24.25 (C-13).

MALDI (m/z): [M+Na]" (ber.): 460.78 (461.20), [M+K]" (ber.): 476.76 (477.18).

HR-ESI-MS (m/z): [M+NH4]" (ber.): 456.2498 (456.2493), [M+Na]" (ber.): 461.2051
(461.2047), [M-H]" (ber.): 438.2160 (438.2160), [M+OH]" (ber.): 455.2187 (455.2187).

6.3.1.6. tert-Butyl(benzyloxy)(5-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)pentyl)carbamat (39)
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Die Durchfiihrung der Synthese erfolgte nach einer Vorschrift von KADI et al..”? 43 (1.20 g,
2.74 mmol, 1.0 Aq) wurde in Ethanol (25mL) vorgelegt. Nach der Zugabe von
Hydrazinhydrat (0.656 g, 13.11 mmol, 4.79 Aq.) wurde das Reaktionsgemisch 3 h unter
Reflux erhitzt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und mit Diethylether gewaschen.
Das gesammelte Filtrat wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und der erhaltene Feststoff
in einem 2:1-Wasser/1,4-Dioxan-Gemisch (18 mL) gelost. Nachdem die Losung auf 0 °C
abgekiihlt wurde, erfolgte die Zugabe von Natriumcarbonat (0.348 g, 3.28 mmol, 1.20 Aq.).
Benzylchloroformat (0.47 mL, 3.37 mmol, 1.23 Aq.) wurde langsam zugetropft und das
Reaktionsgemisch 24 h bei RT geriihrt. Nach der Zugabe einer gesittigten NaCl-Losung
(20 mL), wurde dreimal mit DCM (20 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde mit
MgSOs4 getrocknet. Im Anschluss wurden die Losungsmittel unter vermindertem Druck am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie (SiO2,
EA/Cy 1:3) aufgereinigt und 39 (0.753 g, 1.70 mmol, 62 %, Lit: 85 %) als farbloser
Feststoff erhalten.

R+-Wert: 0.26 (EA/Hexan 1:3)

HPLC: R:=2.66 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 100 %

'H-NMR (500 MHz, CDCLs) J [ppm] = 7.45 — 7.28 (m, 10H, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10, H-
19, H-20, H-21, H-22, H-23), 5.09 (s, 2H, H-17), 4.81 (s, 2H, H-4), 3.40 (t, J= 7.1 Hz, 2H, H-
11), 3.21 — 3.13 (m, 2H, H-15), 1.63 — 1.56 (m, 2H, H-12), 1.54 — 1.44 (m, 11H, H-1, H-14),
1.34 - 1.27 (m, 2H, H-13).

13C-NMR (126 MHz, CDCL) ¢ [ppm] = 156.73 (C-13), 136.76 (C-16), 135.76 (C-5), 129.59
(CHar), 129.51 (CHar), 128.86 (CHar), 128.63 (CHar), 128.56 (CHar), 128.20 (CHar), 81.37
(C-2), 77.03 (C-4), 66.73 (C-17), 49.43 (C-11), 41.09 (C-15), 29.71 (C-14), 28.47 (C-1),
26.85 (C-12), 23.99 (C-13).

MALDI-MS (m/z): [M+Na]" (ber.): 464.69 (465.24).

HR-ESI-MS (m/z): [M+Na]' (ber.): 465.2362 (465.2360), [M+CI]" (ber.): 477.2164
(477.2162).
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6.3.1.7. O-Benzyl-N-(5-(((benzyloxy)carbonyl)amino)pentyl)hydroxylaminhydro-
chlorid (44)
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39 (2.0 g, 4.52 mmol, 1.0 Aq.) wurde in 1,4-Dioxan (18 mL) geldst. Eine 4°M HCI-Losung in
1,4-Dioxan (4 mL) wurde unter Eiskiihlung zugetropft. Nachdem 4 h bei RT geriihrt wurde,
wurde 1,4-Dioxan unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde im
Ultraschallbad mit Diethylether gewaschen und 44 (1.355 g, 3.58 mmol, 79 %) als farbloser
Feststoff erhalten.

HPLC: Ri¢=1.73 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 100 %

IH-NMR (500 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 12.29 (s, 2H, NH), 7.44 — 7.27 (m, 10H, H-3, H-4,
H-5, H-6, H-7, H-16, H-17, H-18, H-19, H-20), 5.34 (s, 2H, H-1), 5.07 (s, 2H, H-14), 3.29 —
3.21 (m, 2H, H-8), 3.15 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H-12), 1.95 — 1.84 (m, 2H, H-9), 1.50 (m, 2H, H-
11), 1.46 — 1.37 (m, 2H, H-10).

I3C-NMR (126 MHz, CDCl3) J [ppm] = 156.73 (C-13), 136.66 (C-15), 132.70 (C-2), 129.72
(CHar), 129.68 (CHar), 128.93 (CHar), 128.64 (CHar), 128.22 (CHar), 128.15 (CHar), 76.70
(C-1), 66.84 (C-14), 49.52 (C-8), 40.71 (C-12), 29.32 (C-11), 23.79 (C-9 oder C-10), 23.34
(C-9 oder C-10).

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 342.78 (343.20), [M+Na]® (ber.): 364.66 (365.18),
[M+K]" (ber.): 380.55 (381.16).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]' (ber.): 343.2018 (343.2017), [M+Na]' (ber.): 365.1842
(365.1836), [M+CI]" (ber.): 377.1641 (377.1637).
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6.3.1.8. 4-((Benzyloxy)(5-(((benzyloxy)carbonyl)amino)pentyl)amino)-4-oxobutan-
siaure (45)
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Die Synthese wurde nach einer Vorschrift von KADI et al. durchgefiihrt.’”! 44 (0.775 g,
2.05 mmol, 1.0 Aq.) wurde in Pyridin (5.63 mL, 69.55 mmol, 34.0 Aq.) geldst. Unter Argon-
Atmosphire erfolgte die Zugabe von Bernsteinsiureanhydrid (0.307 g, 3.07 mmol, 1.50 Aq.).
Zunichst wurde das Reaktionsgemisch 2 h bei 100 °C und anschlieBend 12 h bei RT gertihrt.
Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in
Diethylether (10 mL) aufgenommen. Im Anschluss wurde mit einer 20%igen KHCOs3 (aq.)
extrahiert. Die widssrige Phase wurde mit einer 6 M HCl angesduert und danach mit
Diethylether extrahiert. Nachdem die organische Phase mit MgSO4 getrocknet wurde, wurde
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels
semipraparativer HPLC unter Verwendung eines Gradienten von 0 — 80 % MeCN + 0.1 %
TFA in 8 min (R, = 5.38 min) aufgereinigt. 45 (0.719 g, 1.63 mmol, 79 %, Lit: 72 %)

wurde als farbloses Ol erhalten.

HPLC: R¢=2.36 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 97.6 %

IH-NMR (500 MHz, Methanol-ds) 5 [ppm] = 7.47 — 7.24 (m, 10H, H-Ar), 5.05 (s, 2H, H-1),
4.90 (s, 2H, H-14), 3.70 — 3.59 (m, 2H, H-8), 3.09 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H-12), 2.77 — 2.64 (m,
2H, H-23), 2.56 — 2.51 (m, 2H, H-22), 1.68 — 1.57 (m, 2H, H-9), 1.53 — 1.43 (m, 2H, H-11),
1.36 — 1.24 (m, 2H, H-10).

13C-NMR (126 MHz, Methanol-ds) 5 [ppm] = 176.34 (C-24), 158.86 (C-13), 138.47 (C-15),
136.15 (C-2), 130.59 (CHar), 129.93 (CHar), 129.68 (CHar), 129.42 (CHas), 128.90 (CHa,),
128.73 (CHar), 77.19 (C-14), 67.27 (C-1), 46.09 (C-8), 41.57 (C-12), 30.37 (C-11), 29.35 (C-
22), 28.41 (C-23), 27.43 (C-9), 24.76 (C-10).

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 442.56 (443.22), [M+Na]" (ber.): 464.54 (465.20).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 443.2178 (443.2177), [M+Na]® (ber.): 465.2002
(465.1997), [M-H]" (ber.): 441.2033 (441.2031).
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6.3.1.9. Bn-DFO*-Cbz (46)
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45(0.117 g, 0.26 mmol, 1.0 Aq.) wurde in DMF (1.0 mL) vorgelegt. Es folgte die Zugabe von
PyBOP (0.197 g, 0.38 mmol, 1.46 Aq.) und DFO-Mesylat (0.170 g, 0.26 mmol, 1.0 Aq.). Im
Anschluss wurde DIPEA (136 pL, 0.78 mmol, 3.0 Aq.) zugegeben und das Reaktionsgemisch
fir 30 h bei RT geriihrt. Die Losungsmittel wurden unter vermindertem Druck mittels
Olpumpe entfernt. Der Riickstand wurde dreimal mit Aceton (3 mL) und dreimal mit
destilliertem Wasser (3 mL) gewaschen. 46 (0.171 g, 0.17 mmol, 67 %) wurde nach der
Lyophilisation als farbloser Feststoff erhalten.

HPLC: R¢=2.69 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 68.9 %

TH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) J [ppm] = 9.72 — 9.57 (OH, m, 3H, OH), 7.78 (d, J = 2.1
Hz, 3H, NH), 7.48 — 7.27 (m, 10H, H-Ar), 7.22 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH), 4.99 (s, 2H, H-30),
4.88 (s, 2H, H-43), 3.56 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H-37), 3.45 (t, J = 6.8 Hz, 6H, H-3, H-12, H-21),
3.35 (s, 2H), 3.06 — 2.93 (m, 8H, H-7, H-16, H-25, H-41), 2.60 (dt, J = 13.9, 6.3 Hz, 6H, H-
10, H-19, H-28), 2.29 (dt, J = 18.7, 7.1 Hz, 6H, H-9, H-18, H-27), 1.96 (s, 3H, H-1), 1.57 —
1.44 (m, 8H, H-4, H-13, H-22, H-38), 1.43 — 1.33 (m, 8H, H-6, H-15, H-24, H-40), 1.27 —
1.15 (m, 8H, H-5, H-14, H-23, H-39).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 171.96 (C=0), 171.29 (C=0), 170.99 (C=0),
156.07 (C=0), 137.30 (C-Ar), 134.96 (C-Ar), 129.25 (C-Ar), 128.61 (C-Ar), 128.48 (C-Ar),
128.32 (C-Ar), 127.69 (C-Ar), 75.42 (C-43), 65.08 (C-30), 47.08 und 46.79 (C-3, C-12, C-
21), 44.42 (H-37), 40.13, 40.02, 39.86, 38.43 (C-7, C-16, C-25, C-41), 29.91 und 29.70 (C-9,
C-18, C-27), 29.01 und 28.82 (C-6, C-15, C-24), H-40, 27.58 und 27.21 (C-10, C-19, C-28),
26.04 (C-4, C-13, C-22, C-38), 23.50 und 23.38 (C-5, C-14, C-23, C-39), 20.35 (C-1).

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 985.40 (985.56), [M+Na]" (ber.): 1007.50 (1007.54),
[M+K]" (ber.): 1023.48 (1024.27).
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HR-ESI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 985.5603 (985.5605), [M+Na]® (ber.): 1007.5425
(1007.5425), [M-H] (ber.): 983.5459 (983.5459).

6.3.1.10. DFO* (5)
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Die Durchfiihrung der Synthese erfolgte in Anlehnung an PATRA et al..>®! Bn-DFO*-Cbz (46)
(100 mg, 0.10 mmol, 1.0 Aq.) wurde in Methanol (80 mL) geldst. Nach der Zugabe des
Katalysators 10 % Pd/C (30 mg), wurde das Gemisch 12 h unter H>-Atmosphére bei RT
geriihrt. Das Palladium und die Aktivkohle wurden mittels Filtration entfernt. 5 (54 mg,
0.07 mmol, 70 %, Lit: 67 %%) wurde unter Verwendung des Rotationsverdampfers als
farbloser Feststoff erhalten. Die Substanz wurde ohne Aufreinigung als Rohprodukt in der

nédchsten Stufe umgesetzt.

HPLC: R¢=1.68 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 64.4 %

TH-NMR (500 MHz, CDCLs) 6 [ppm] = 7.79 (s, 3H, NH), 3.45 (t, J = 7.0 Hz, 8H, H-3, H-12,
H-21, H-30), 2.99 (dd, J = 12.5, 6.3 Hz, 6H, H-7, H-16, H-25), 2.61 (dt, J = 13.5, 7.0 Hz, 6H,
H-10, H-19, H-28), 2.26 (t, J = 7.0 Hz, 6H, H-9, H-18, H-27), 1.96 (s, 3H, H-1), 1.55 — 1.45
(m, 8H, H-4, H-13, H-22, H-31), 1.41 — 1.32 (m, 8H, H-6, H-15, H-24, H-33), 1.25 — 1.18 (m,
8H, H-5, H-14, H-23, H-32).

13C-NMR (126 MHz, CDCls) § [ppm] = 171.92 (C=0), 171.31 (C=0), 171.16 (C=0), 170.10
(C=0), 47.08 und 46.78 (C-3, C-12, C-21, C-30), 38.41 (C-7, C-16, C-25), 30.94, 29.94 (C-9,
C-18, C-27), 29.25, 28.81 (C-6, C-15, C-24, C-33), 27.59 (C-10, C-19, C-28), 26.04 (C-4, C-
13, C-22, C-31), 23.50 (H-14, H-23, H-32), 23.10, 20.36 (C-1).

MALDI (m/z): [M+H]" (ber.): 761.32 (761.48), [M+Na]" (ber.): 783.46 (783.34).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 761.4774 (761.4767), [M-H]" (ber.): 759.4628 (759.4622).
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6.3.1.11. DFO*-Tetrazin (27)
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37 (6.5 mg, 22.6 umol, 1.0 Aq.) und DFO* (5) (17.2 mg, 22.6 umol, 1.0 Aq.) wurden in
DMSO (0.7 mL) vorgelegt. Es folgte die Zugabe von PyBOP (23.5 mg, 45.3 umol, 2.0 Aq.)
und Triethylamin (9.5 uL, 67.9 pmol, 3.0 Aq.). Das Reaktionsgemisch wurde 3 h unter
Lichtausschluss bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde das Rohprodukt durch Zugabe von
MeCN/Wasser (1:1, v/v) gefillt. Der Feststoff wurde erneut in DMSO geldst und erneut
gefdllt. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Die Aufreinigung des Produkts
erfolgte mittels semipréaparativer HPLC (0 — 50 % MeCN + 0.1 % AS in 10 min bei 40 °C, R;
= 6.35 min). DFO*-Tetrazin (27) (4.4 mg, 4.3 umol, 19 %) wurde nach der Gefriertrocknung

als pinker Feststoff erhalten.

HPLC: Ri=6.21 min (0 — 50 % MeCN + 0.1 % AS in 10 min)
Reinheit: 100 %

TH-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm] = 10.57 (s, 1H, H-47), 9.67 (s, 4H, N-OH), 8.49 (t,
J=6.0 Hz, 1H, NH), 8.45 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-42, H-44), 7.84 — 7.79 (m, 1H, NH), 7.77 (t, J
= 5.1 Hz, 3H, NH), 7.54 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-41, H-45), 4.39 (d, J = 5.7 Hz, 2H, H-39), 3.45
(t, J = 6.4 Hz, 8H, H-3, H-12, H-21, H-30), 3.33 (s, 6H, H20?), 3.06 — 2.92 (m, 8H, H-7,
H-16, H-25, H-34), 2.57 (t, J = 6.8 Hz, 6H, H-10, H-19, H-28), 2.45 — 2.39 (m, 2H, H-36 oder
H-37), 2.38 — 2.32 (m, 2H, H-36 oder H-37), 2.26 (t, J = 7.2 Hz, 6H, H-9, H-18, H-27), 1.96
(s, 3H, H-1), 1.55 — 1.43 (m, 8H, H-4, H-13, H-22, H-31), 1.42 — 1.31 (m, 8H, H-6, H-15,
H-24, H-33), 1.29 — 1.14 (m, 10H, H-5, H-14, H-23, H-32).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-de):  [ppm] = 171.92 (C=0), 171.66 (C=0), 171.28 (C=0),
171.05 (C=0), 165.41 (C-46), 145.00 (C-43), 130.27 (C-40), 128.00 (2 x C-Ar), 127.72 (2 x
C-Ar), 47.07 und 46.77 (C-3, C-12, C-21, C-30), 41.83 (C-39), 38.41 (C-7, C-16, C-25,
C-34), 30.85 (C-36 oder C-37), 30.77 (C-36 oder C-37), 29.91(C-9, C-18, C-27), 28.80 (C-6,
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C-15, C-24), 27.57 (C-10, C-19, C-28), 26.02 (C-4, C-13, C-22), 23.49 (C-5, C-14, C-23,
C-32), 20.33 (C-1).

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 1030.20 (1030.57), [M+Na]* (ber.): 1052.62 (1052.55),
[M+K]" (ber.): 1069.01 (1069.52).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 1030.5667 (1030.5680), [M+Na]' (ber.): 1052.5490
(1052.5500), [M-HJ (ber.): 1028.5528 (1028.5535).

6.3.1.12. Tri-Boc-Spermin-trifluoracetamid (48)
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Die Durchfiihrung der Synthese erfolgte nach DERI et al.’”) Spermin (47) (0.526 g,
2.60 mmol, 1.0 Aq.) wurde in Methanol (40 mL) geldst. Nachdem die Losung mittels einer
Aceton-fliissiger Stickstoff Kéltemischung auf -78 °C gekiihlt wurde, erfolgte innerhalb 1 h
das Zutropfen einer Losung an Ethyltrifluoracetat (0.44 mL, 2.60 mmol, 1.0 Aq.) in Methanol
(26 mL). Das Reaktionsgemisch wurde weitere 30 min bei -78 °C geriihrt. SchlieBlich wurde
die Temperatur langsam auf 0 °C erhoht. Es folgte die Zugabe einer Lésung von Di-tert-
butyldicarbonat (3.583 g, 15.60 mmol, 6.0 Aq.) in Methanol (26 mL). Nachdem die Reaktion
16 h bei RT geriihrt wurde, wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der
Riickstand wurde in DCM (20 mL) gel6st und dreimal mit Wasser gewaschen (15 mL). Im
Anschluss wurde die organische Phase iiber MgSO4 getrocknet. Das erhaltene Rohprodukt
wurde mittels Sdulenchromatographie (SiO2, 30 — 100 % EA in Cyclohexan + 1 % NHj3 aq.)
aufgereinigt. Das gewiinschte Produkt 48 wurde dabei als Gemisch mit dem Tetra-Boc-

Spermin erhalten. Dieses wurde ohne weitere Aufreinigung in der néchsten Stufe verwendet.

TH-NMR (300 MHz, CDCL): 6 [ppm] = 8.25 (s, 1H, NH), 3.36 — 3.05 (m, 12H, H-3, H-5, H-
6, H-9, H-10, H-12), 1.75 — 1.60 (m, 4H, H-4, H-4), 1.53 — 1.47 (m, 4H, H-7, H-8), 1.45 (s,
18H, Haoc), 1.43 (s, 9H, Haoo).

MALDI-MS (m/z): [M+Na]" (ber.): 620.92 (621.34), [Tetra-Boc-Spermin+Na]" (calculated):
625.01 (625.41).
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6.3.1.13. Tri-Boc-Spermin (49)
Y, oF
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48 aus 6.3.1.12 wurde ohne weitere Aufarbeitung verwendet. 48 wurde in Methanol (40 mL)
gelost und der pH-Wert mit einer 30%igen Ammoniaklésung (aq.) auf pH 11 — 12 eingestellt.
Das Gemisch wurde 4 d geriihrt bis 48 mittels HPLC nicht mehr detektiert werden konnte. 49

wurde in einem Gemisch mit Tetra-Boc-Spermin erhalten.

TH-NMR (500 MHz, CDCI3): 6 [ppm] = 8.51 — 8.12 (m, 5H, NH), 3.48 — 2.96 (m, 12H, H-1,
H-3, H-4, H-7, H-8, H-10), 2.32 (s, 1H), 2.06 (s, 1H), 1.86 — 1.52 (m, 4H, H-2, H-9), 1.52 —
1.46 (m, 4H, H-5, H-6), 1.45 (s, 18H, H-Boc), 1.43 (s, 9H, H-Boc).

I3C-NMR (500 MHz, CDCl3): ¢ [ppm] = 157.88, 157.59, 157.30, 157.01, 156.15, 155.63,
124.95, 117.30, 115.00, 110.14, 80.46, 79.77, 79.09, 53.55, 46.98, 45.28, 44.39, 43.96, 43.12,
37.88,37.52,35.97, 29.83, 28.61, 28.59, 28.58, 28.50, 28.37, 28.17, 27.89, 27.34, 26.12.

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 502.43 (503.38), [Tetra-Boc-Spermin+Na]" (calculated):
625.33 (625.41).

6.3.1.14. Benzyl-3-brompropanoat (51)

Die Durchfiihrung der Synthese erfolgte nach einer Vorschrift von PARKER et al.'*”]

3-Brompropionylchlorid (55) (0.705 mL, 7.0 mmol, 1.0 Aq.) wurde in DCM (12 mL) unter
Argon-Atmosphére vorgelegt. Es folgte die Zugabe von Benzylalkohol (0.728 mL, 7.0 mmol,
1.0 Aq.). Das Reaktionsgemisch wurde 24 h bei RT geriihrt. Im Anschluss wurde die
Reaktionslosung mit einer geséttigten NaHCO3-Losung (15 mL) sowie mit einer gesdttigten

NaCl-Losung (15 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSO4 getrocknet. 51
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wurde nach Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer als farbloses Ol (1.5 g,

6.17 mmol, 88 %, Lit.: 93 %['?1) erhalten.

HPLC: Ri=2.44 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 88.1 %

IH-NMR (500 MHz, CDCL3): 6 [ppm] = 7.40 — 7.32 (m, SH, H-Ar), 5.18 (s, 2H, H-4), 3.60
(t, J= 6.8 Hz, 2H, H-1), 2.97 (t, J = 6.8 Hz, 3H, H-2).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): d [ppm] = 170.49 (C-3), 135.62 (C-5), 128.74 (C-Ar), 128.55
(C-Ar), 128.45 (C-Ar), 66.95 (C-4), 37.89 (C-2), 25.89 (C-1).

6.3.1.15. 1-Hydroxy-6-0x0-1,6-dihydropyridin-2-carbonséure (61)

Die Durchfiihrung der Synthese erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift von ZHoU et al..['!]

6-Hydroxypyridin-2-carbonsiure (60) (2.0 g, 14.38 mmol, 1.0 Aq.) wurde in Eisessig
(8.2mL) und TFA (12.2 mL) unter Argon-Atmosphire vorgelegt. Nach der Zugabe einer
35%igen-Losung Peressigsiure in Essigsiure (6.9 mL, 38.82 mmol, 2.70 Aq.) wurde 1 h bei
RT geriihrt. Anschliefend wurden weitere 17 h bei 80 °C geriihrt. Das Reaktionsgemisch
wurde 12 h im Kiihlschrank gekiihlt. Der entstandene farblose Niederschlag wurde abfiltriert
und mit eiskaltem Methanol gewaschen. 61 (1.545 g, 4.15 mmol, 69 %, Lit: 78 %!"°!)) wurde

als farbloser Feststoff erhalten.

HPLC: R:=0.48 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Reinheit: 97.6 %

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds)  [ppm] = 10.05 (s, 1H, OH), 7.45 (dd, J = 9.0, 7.0 Hz, 1H,
H-2), 6.72 (dd, J = 9.0, 1.6 Hz, 1H, H-3), 6.64 (dd, J="7.0, 1.5 Hz, 1H, H-1).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 161.85 (C-6), 157.15 (C-4), 138.97 (C-5), 136.76
(C-2), 120.32 (C-3), 106.33 (C-1).

HR-ESI-MS (m/z): [M-H] (ber.): 154.0146 (154.0145).
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6.3.1.16. 1-(Benzyloxy)-6-oxo-1,6-dihydropyridin-2-carbonsiure (58)

Die Durchfiihrung der Synthese erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift von ZHOU et al..['!]

61 (1.540 g, 9.93 mmol, 1.0 Aq.) wurde mit Kaliumcarbonat (2.744 g, 19.86 mmol, 2.0 Aq.)
in Methanol (24.9 mL) vorgelegt. Es folgte die Zugabe von Benzylchlorid (1.37 mL,
11.91 mmol, 1.20 Aq.). Das Reaktionsgemisch wurde 16 h unter Reflux erhitzt. Im Anschluss
wurde der Feststoff abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Der
Riickstand wurde in Wasser (6 mL) geldst und der pH-Wert mit einer 6 M HCI-Lésung auf
pH 2 eingestellt. Das so erhaltene Prézipitat wurde abfiltriert und mit eiskaltem Wasser
gewaschen. 58 (2.231g, 9.10 mmol, 92 %, Lit: 85 %) wurde als farbloser Feststoff

erhalten.

HPLC: R¢=0.93 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Reinheit: 99.7 %

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d [ppm] = 7.53 — 7.46 (m, 3H, H-2, H-9, H-13), 7.45 — 7.38
(m, 3H, H-10, H-11, H-12), 6.74 (dd, J= 9.3, 1.7 Hz, 1H, H-3), 6.56 (dd, J = 6.8, 1.7 Hz, 1H,
H-1), 5.28 (s, 2H, H-7).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-de) J [ppm] = 161.65 (C-6), 157.64 (C-4), 140.45 (C-5), 138.64
(C-2), 133.84 (C-8), 129.62 (C-9, C-13), 129.07 (C-11), 128.49 (C-10, C-12), 124.08 (C-6),
106.00 (C-1), 77.89 (C-7).

MALDI: [M+H]" (ber.): 245.22 (246.08), [M+Na]" (ber.): 267.50 (268.06).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 246.0764 (246.0761), [M+Na]® (ber.): 268.0584
(268.0581), [M-HJ" (ber.): 244.0616 (244.0615), [2M+H]" (ber.): 489.1305 (489.1303).
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6.3.1.17. tert-Butyl(4-(2-hydroxyethyl)phenyl)carbamat (63)
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Die Durchfiihrung der Synthese erfolgte nach einer Vorschrift von BHUPATHIRAIU et al..’¥]
2-(4-Aminophenyl)ethan-1-ol (62) (1.950 g, 14.21 mmol, 1.0 Aq.) wurde in DCM (109 mL)
vorgelegt. Unter Eiskiihlung wurde eine Losung an Boc,O (6.205 g, 28.43 mmol, 2.0 Aq.) in
DCM (10 mL) zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde 16 h geriihrt und schlielich am
Rotationsverdampfer auf ca. 20 mL eingeengt. Die Ldsung wurde dreimal mit einer
gesittigten NaCl-Losung (15 mL) gewaschen und im Anschluss mit MgSO4 getrocknet.
Nachdem das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt wurde, folgte die Aufreinigung
des Rohprodukts mittels Sdulenchromatographie (SiO2, Methanol/DCM 5:95). 63 (3.243 g,
13.67 mmol, 96 %, Lit: 95 %!"¥) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

R+-Wert: 0.56 (Methanol/DCM 1:9)

HPLC: R¢=1.72 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 100 %

IH-NMR (500 MHz, CDCl3) 6 [ppm] = 7.32 — 7.26 (m, 2H, H-5, H-9), 7.14 (d, J = 8.3 Hz,
2H, H-6, H-8), 6.52 (s, 1H, NH), 3.81 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H-11), 2.80 (t, J = 6.5 Hz, 2H, H-
10), 1.51 (s, 9H, H-1).

13C-NMR (126 MHz, CDCLs) 6 [ppm] = 153.00 (C-3), 136.90 (C-4), 133.22 (C-7), 129.63
(C-6, C-8), 119.08 (C-5, C-9), 80.59 (C-3), 63.81 (C-11), 38.61 (C-10), 28.47 (C-1).

HR-ESI-MS (m/z): [M+NH4]" (ber.): 255.1706 (255.1703), [M+Na]® (ber.): 260.1261
(260.1257).

6.3.1.18. 4-((tert-Butoxycarbonyl)amino)phenethyl-4-methylbenzensulfonat (59)
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Die Durchfiihrung der Synthese erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift von BHUPATHIRAJU
et al.’ 63 (1.911g, 8.05mmol, 1.0 Aq.) wurde in DCM (62mL) gelost und mit
Triethylamin (3.1 mL, 26.58 mmol, 3.30 Aq.) versetzt. Unter Eiskiihlung erfolgte die
tropfenweise Zugabe einer Losung an Toluolsulfonylchlorid (1.612 g, 8.46 mmol, 1.05 Aq.)
in THF (62 mL). Das Reaktionsgemisch wurde 15 h bei RT geriihrt. In der Reaktionskontrolle
mittels DC zeigte sich restliches Edukt. Daher wurde weiteres Toluolsulfonylchlorid (3.070 g,
16.11 mmol, 2.0 Aq.) zugegeben und 12 h geriihrt. Die organische Phase wurde dreimal mit
einer 1 M NaOH-Losung (30 mL) und einmal mit einer gesittigten NaCl-Lésung (50 mL)
gewaschen. Nachdem das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt wurde, wurde 59

(3.050 g, 7.79 mmol, 97 %, Lit: 95 %!7#) als farbloser Feststoff erhalten.
R+-Wert: 0.59 (EA/Hexan 1:2)

HPLC: R =2.60 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 100 %

IH-NMR (500 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 7.68 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-13, H-17), 7.28 (d, J = 8.0
Hz, 2H, H-14, H-16), 7.23 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-5, H-9), 7.01 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-6, H-8),
6.48 (s, 1H, NH), 4.16 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H-11), 2.88 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H-10), 2.42 (s, 3H,
H-18), 1.51 (s, 9H, H-1).

13C-NMR (126 MHz, CDCls) J [ppm] = 152.84 (C-3), 144.78 (C-15), 137.30 (C-4), 133.05
(C-12), 130.84 (C-7), 129.89 (C-14, C-16), 129.53 (C-6, C-8), 127.93 (C-13, C-17), 118.81
(C-5, C-9), 80.64 (C-2), 70.83 (C-11), 34.79 (C-10), 28.46 (C-1), 21.73 (C-18).

MALDI (m/z): [M+Na]" (ber.): 413.29 (414.13), [M+K]" (ber.): 429.28 (429.11).

HR-ESI-MS (m/z): [M+NHs]" (ber.): 409.1800 (409.1792), [M+Na]" (ber.): 414.1355
(414.1346), [M-HT" (ber.): 390.1385 (390.1380), [M+CH,O]" (ber.): 436.1441 (436.1435),

6.3.1.19. tert-Butyl(4-(2-((3-((4-((3-aminopropyl)amino)butyl)amino)propyl)-
amino)ethyl)phenyl)carbamat (64)
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Die Durchfiihrung der Synthese erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift von BHUPATHIRAJU
et al.™ Spermin (47) (0.30 g, 1.48 mmol, 1.0 Aq.) wurde in Acetonitril (45 mL) vorgelegt
und Kaliumcarbonat (0.410 g, 2.97 mmol, 2.0 Aq.) zugegeben. Eine Losung an 59 (0.296 g,
0.76 mmol, 0.51 Aq.) in Acetonitril (45 mL) wurde dem Reaktionsgemisch unter Eiskiihlung
zugetropft. Im Anschluss wurde die Reaktion fiir 16 h unter Reflux erhitzt. Das
Kaliumcarbonat wurde abfiltriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Es
folgte die Aufreinigung des Rohprodukts mittels préparativer HPLC (R; = 2.60 min, 0 — 35 %
MeCN + 0.1 % AS in 8 min). 64 (0.202 g, 0.48 mmol, 63 %) wurde als farbloser Feststoff

erhalten.

HPLC: Ry=1.26 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 98 %

IH-NMR (500 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 9.32 (s, 1H, NH), 9.05 — 8.85 (m, 5H, NH), 8.25 —
7.93 (m, 4H, NH), 7.51 (d, J= 8.0 Hz, 0.2H, H-15, H-17), 7.40 (d, J = 8.2 Hz, 0.5H, H-15, H-
17), 7.17 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-14, H-18), 7.12 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-14, H-18), 4.16 (s, 3H,
evtl von TFA), 3.27 — 2.80 (m, 16H, H-1, H-3, H-4, H-7, H-8, H-10, H-11, H-12), 2.05 — 1.86
(m, 4H, H-2, H-9), 1.81 — 1.60 (m, 4H, H-5, H-6), 1.45 (s, 9H, H-21).

I3C-NMR (126 MHz, CDCl3) J [ppm] = 158.83, 158.57, 152.80, 138.29, 130.38, 128.99,
128.79, 128.23, 125.49, 118.14, 115.77, 113.40, 78.98 (C-20), 53.09, 51.54, 48.91, 47.87,
46.11,43.87,36.19, 30.89, 28.13 (C-21), 23.78, 22.68, 22.64, 22.62, 22.32.

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 422.02 (422.35).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 4223491 (422.3490), [M+CO]" (ber.): 450.3439
(450.3439).

6.3.1.20. 3,4,3-(LI-1,2-HOPOBn)-NH-Boc (65)
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Die Synthese erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift von BHUPATHIRAJU et al..’*! 58
(0.393 g, 1.60 mmol, 5.20 Aq.) wurde in Benzol (5.2 mL) vorgelegt. Oxalylchlorid (0.25 mL,
2.90 mmol, 9.40 Aq.) wurde unter Stickstofffluss tropfenweise zugegeben. Jede zwei Stunden
wurden zwei Tropfen DMF zugegeben, bis keine Gasentwicklung mehr stattfand. Nach 6 h
wurde Benzol und der Uberschuss an Oxalylchlorid am Rotationverdampfer entfernt. Das
Sdurechlorid wurde ohne weitere Aufreinigung im néchsten Schritt verwendet. 1,2-HOPO
Saurechlorid wurde in DCM (4.7 mL) geldst und innerhalb einer halben Stunde unter
Eiskiihlung zu einer Losung an 64 (0.130 g, 0.31 mmol, 1.0 Aq.) in DCM (3.5 mL) und einer
40%igen Kaliumcarbonat-Losung (0.70 mL) getropft. Das Reaktionsgemisch wurde 48 h bei
RT geriihrt. Die wéssrige Phase wurde dreimal mit DCM (10 mL) extrahiert. Nach der
Vereinigung der organischen Phasen erfolgte die Trocknung mit MgSO4 und Entfernung des
Losungsmittels mittels Rotationsverdampfer. AnschlieBend wurde das Rohprodukt mittels
semiprdparativer HPLC (R = 6.72 min, 10 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 12 min)
aufgereinigt. Das Produkt 65 (70.3 mg, 0.05 mmol, 17 %) wurde als farbloser Feststoff

erhalten.

HPLC: R¢=2.82 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 97.4 %

TH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 9.37 — 4.76 (m, 44 H), 2.87-2.55 (m, 16H, H-1,
H-3, H-4, H-7, H-8, H-10, H-11, H-12), 1.92-0.97 (m, 17H, H-2, H-5, H-6, H-9, H-21).

I3C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 161.61, 161.34, 157.92, 157.65, 153.22, 143.21,
140.70, 139.38, 139.26, 138.41, 138.25, 134.28, 134.02, 130.06, 129.59, 129.49, 129.22,
128.90, 122.87, 122.41, 118.68, 104.28, 102.82, 99.13, 79.69, 79.42, 79.33, 79.16, 78.80,
46.25,43.89,42.28,37.11, 36.77, 29.45, 28.58 (C-21), 25.46, 25.08.

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 1330.63 (1330.58), [M-OBn+H]" (ber.): 1224.53
(1224.54), [M-20Bn+H]" (ber.): 1118.52 (1118.50), [M-30Bn+H]* (ber.): 1012.46
(1012.46).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 1330.5817 (1330.5820), [M+Na]" (ber.): 1352.5636
(1352.5639), [M+CsHoO,+2H]" (ber.): 1230.5292 (1230.5295), [M+CHO:]" (ber.): 1374.5735
(1374.5728), [M+C2F30,] (ber.): 1442.5609 (1442.5602).
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6.3.1.21. 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-NH;Cl (66)
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Die Synthese erfolgte nach einer Vorschrift von BHUPATHIRAIU et al.’ 65 (60.0 mg,
0.05 mmol, 1.0 Aq.) wurde in DCM (18.7 mL) unter Argon-Atmosphire vorgelegt. Es folgte
die Zugabe einer 1 M-Lésung BCls in p-Xylen (4.8 mL, 4.83 mmol, 107.0 Aq.). Das
Reaktionsgemisch wurde 16 h geriihrt. Im Anschluss wurde der farblose Niederschlag
abzentrifugiert, dreimal mit Aceton (20 mL) und einmal mit Diethylether (20 mL) gewaschen.
66 (37.2 mg, 0.04 mmol, 91 %, Lit: 95 %!"*) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

HPLC: Ri=1.35 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 96.7 %

IH-NMR (500 MHz, CD3OD): 6 [ppm] = 8.14 — 5.48 (m, 16H, H-14, H-15, H-17, H-18, H-
21¢, H-22¢, H-23%), 3.80 — 2.78 (m, 16H, H-1, H-3, H-4, H-7, H-8, H-10, H-11, H-12), 2.13 —
1.29 (m, 8H, H-2, H-5, H-6, H-9).

13C-NMR (126 MHz, CD30D): 6 [ppm] = 163.69, 163.66, 163.61, 163.35, 162.59, 162.47,
160.41, 160.24, 142.89, 142.73, 142.68, 142.54, 142.27, 141.60, 141.10, 139.84, 139.65,
138.86, 131.87, 131.79, 131.70, 123.93, 120.51, 108.70, 108.11, 105.61, 105.50, 51.13, 49.51,
49.43, 48.35, 48.19, 47.78, 47.55, 47.30, 47.25, 46.65, 43.85, 43.73, 43.63, 38.33, 38.01,
34.69, 33.70, 33.51, 29.08, 27.86, 26.28, 25.89, 25.36.

MALDI-MS (m/z): [M-20+H]" (ber.): 837.68 (838.35), [M-O+H]" (ber.): 853.67 (854.35),
[M+Fe-2H]" (ber.): 922.54 (923.25), [M+Fe+Na-3H]" (ber.): 944.51 (945.24).

HR-ESI-MS (m/z): [M+Fe-2H]" (ber.): 923.2522 (923.2532), [M+Fe-4H]" (ber.): 921.2387
(921.2386).
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6.3.1.22. 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Tetrazin (28)
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66 (27.0 mg, 0.03 mmol, 1.02 Aq.) wurde in DMSO (0.6 mL) geldst. 4-(1,2,4,5-Tetrazin-
3-yl)benzoesiure (67) (6.0 mg, 0.03 mmol, 1.0 Aq.) und PyBOP (31.0 mg, 0.06 mmol,
2.0 Aq.) wurden in DMSO (0.6 mL) geldst. Nach der Vereinigung beider Losungen, wurde
DIPEA (15.0 pL, 0.09 mmol, 3.0 Aq.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 4 h bei RT
geriihrt und schlieBlich mittels analytischer HPLC (R; = 1.89 min, 0 — 100 % MeCN + 0.1 %
TFA in 5 min) aufgereinigt. 28 (4.93 mg, 0.005 mmol, 16 %) wurde als pinker Feststoff

erhalten.

HPLC: R:=1.89 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 95.3 %

TH-NMR (700 MHz, DMSO-ds) J [ppm] = 10.66 (s, 1H, H-27), 10.50 — 10.40 (m, 1H, NH),
8.87 — 8.68 (m, 1H, NH), 8.70 — 8.62 (m, 2H, H-22, H-24), 8.30 — 8.21 (m, 2H, H-21, H-25),
8.21 —5.73 (m, 16H, H-14, H-15, H-17, H-18, H-30’, H-31", H-32"), 3.32 — 2.65 (m, 16H, H-
1, H-3, H-4, H-7, H-8, H-10, H-11, H-12), 1.97 — 1.17 (m, 12H, H-2, H-5, H-6, H-9).

BC-NMR (175 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm] = 166.75, 165.13, 164.63, 161.34, 161.25, 160.26,
159.61, 157.88, 157.48, 157.32, 157.30, 142.35, 142.11, 141.94, 141.90, 141.78, 141.56,
138.46, 137.86, 137.68, 137.39, 137.23, 137.19, 137.05, 137.00, 134.55, 134.52, 129.04,
128.97, 128.89, 128.73, 128.71, 127.82, 127.79, 127.33, 120.75, 120.56, 120.50, 119.38,
119.10, 119.04, 118.98, 118.87, 117.25, 108.77, 106.32, 103.69, 103.67, 103.63, 103.61,
102.18, 102.11, 101.82, 101.49, 45.88, 26.73, 25.94.

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 1055.32 (1054.38), [M+Na]" (ber.): 1076.30 (1076.36).

HR-ESI-MS (m/z): [M+Fe-2H]" (ber.): 1107.2910 (1107.2917), [M+Fe+Na-3H]" (ber.):
1129.2734 (1129.2742).
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6.3.1.23. DOTA-GA-Tetrazin (26)
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Die Synthese erfolgte nach einer Vorschrift von LITAU et al.. DOTA-GA-Anhydrid (68)
(21.9 mg, 0.05 mmol, 1.0 Aq.) wurde in DMF (0.6 mL) vorgelegt. Es folgte die Zugabe einer
Losung von H-Tz-Bn-NH3(HCOO) (69) (11.1 mg, 0.05 mmol, 1.0 Aq.) in DMF (0.4 mL) und
DIPEA (42.0 pL, 0.24 mmol, 5.0 Aq.). Nach 10 min bei RT wurde der Feststoff iiber
Zentrifugation entfernt. Die Losung wurde mittels einiger Tropfen 1 M HCI angeséduert und
das Rohprodukt mittels semipriaparativer HPLC unter Verwendung eines Gradienten von 0 —
25 % MeCN + 0.1 % TFA in 11 min (R = 7.29 min) aufgereinigt. 26 (13.0 mg, 0.02 mmol,
42 %, Lit.: 44 %81y wurde als pinker Feststoff erhalten.

HPLC: Ri=1.33 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 99.5 %

TH-NMR (500 MHz, D:0): 6 [ppm] = 10.36 (s, 1H, H-28), 8.37 (d, J = 7.4 Hz, 2H, H-23, H-
25), 7.56 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-22, H-26), 4.49 (s, 2H, H-20), 3.98 — 3.60 (m, 7H, H-3, H-7,
H-11, H-15), 3.59 — 2.84 (m, 16H, H-1, H-2, H-5, H-6, H-9, H-10, H-13, H-14), 2.72 — 2.51
(m, 2H, H-18), 2.14 — 1.89 (m, 2H, H-17).

13C-NMR (126 MHz, D:0): 6 [ppm] = 175.10 (C-19), 166.21 (C-27), 157.22 (C-28), 143.56
(C-24), 130.09 (C-21), 128.43 (C-23, C-25), 128.13 (C-22, C-26), 42.82 (C-20), 33.07 (C-18).

MALDI (m/z): [M+H]" (ber.): 646.83 (646.29), [M+Na]" (ber.): 668.65 (668.28).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 6462950 (646.2944), [M+Na]® (ber.): 668.2775
(668.2763), [M-HJ" (ber.): 644.2803 (644.2798).
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6.3.2. Peptidsynthese und Synthese der Chelator-c(RGDfK)-Konjugate

6.3.2.1. ¢(RGDfK) (13)
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Die Synthese des cyclischen Pentapeptids ¢(RGDfK) (13) erfolgte auf Fmoc-Asp(NovaSyn®
TGA)-OAll-Harz (250.0 mg, 52.5 umol, 1.0 Aq., Belegung: 0.21 mmol/g) unter Verwendung
der Fmoc-Strategie in Anlehnung an literaturbekannte Vorschriften.!' Zunéchst wurde das
Fmoc-Asp(NovaSyn® TGA)-OAll-Harz 60 min bei RT in DCM gequollen. Die Abspaltung
von Fmoc erfolgte mit Piperidin in DMF (1:1, v/v) fiir insgesamt 7 min (2 min und 5 min).
Fiir die Peptidkupplung wurde zunichst die jeweilige Aminosiure (210.0 umol, 4.0 Aq.)
durch zweiminiitige Inkubation mit HBTU (78.0 mg, 204.8 umol, 3.90 Aq.) und DIPEA
(36.0 uL, 210.0 pmol, 4.0 Aq.) in DMF (2 mL) aktiviert. AnschlieBend erfolgte die Kupplung
fiir 30 min bei RT. Diese Schritte wurden so lange wiederholt bis die folgende Sequenz
Fmoc-D-Phe-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Gly-Asp(NovaSyn® TGA)-OAll vollstindig ~ war.
SchlieBlich wurde die Ally-Schutzgruppe mittels Pd(PPhs)s (15.2 mg, 13.1 umol, 0.25 Aq.)
und Phenylsilan (155.2 puL, 1260.0 pmol, 24.0 Aq.) in DCM (2 mL) abgespalten. Hierfiir
wurde Pd(PPhs)s direkt in die Spritze gegeben und Phenylsilan in DCM geldst und
aufgezogen. Die Abspaltungszeit betrug 30 min. Der Vorgang wurde insgesamt dreimal
durchgefiihrt. Es folgte die Abspaltung von Fmoc mit Piperidin in DMF (1:1, v/v), wie oben
beschrieben. Die Cyclisierung erfolgte iiber Nacht unter Verwendung von HBTU (19.9 mg,
52.5 umol, 1.0 Aq.) und DIPEA (6.8 uL, 52.5 pmol, 1.0 Aq.). AbschlieBend erfolgte die
Entfernung der sdurelabilen Schutzgruppen und gleichzeitige Abspaltung vom Harz mittels
einer Losung an TFA/TIS/H2O (5 mL, 95:2.5:2.5, v/v/v) bei RT fiir 3 h. ¢(RGDfK) (13)
(18.8 mg, 31.1 pmol, 59 %) wurde nach Aufreinigung mittels semipriparativer HPLC (0 —
20 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min, R = 3.03 min) als farbloser Feststoff erhalten.

HPLC: Ri¢=2.65 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Reinheit: 100 %
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MALDI (m/z): [M+H]" (ber.): 604.17 (604.32), [M+Na]" (ber.): 626.06 (626.30), [M+K]"
(ber.): 642.04 (642.28).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 6043201 (604.3202), [M+Na]® (ber.): 626.3029
(626.3021), [M-HJ (ber.): 602.3059 (602.3056).

6.3.2.2. ¢(RGDfK)-TCO (70)

c(RGDfK)-TCO (70) wurde in Anlehnung an eine Vorschrift von SEIBOLD et al
hergestellt.[] ¢(RGDfK) (13) (6.0 mg, 9.8 pmol, 1.0 Aq.) wurde in DMF (0.2 mL) vorgelegt
und mit DIPEA (3.3 pL, 19.5 umol, 1.99 Aq.) versetzt. Es folgte die Zugabe einer Losung des
TCO-NPC (2.8 mg, 9.8 pmol, 1.0 Aq.) in DMF. Nachdem das Reaktionsgemisch 5 h bei RT
geschiittelt wurde, wurde das Losungsmittel mittels Vakuumdestillation entfernt. Es folgte die
Aufreinigung des Rohprodukts mittels semipréparativer HPLC (0 — 100 % MeCN + 0.1 %
TFA in 8 min, R, = 4.30 min). 70 (3.7 mg, 4.9 umol, 50 %, Lit.: 52 %/%®l) wurde als farbloser
Feststoff erhalten.

HPLC: R:=1.89 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 97.3 %

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 755.77 (756.40), [M+Na]" (ber.): 777.80 (778.39).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 756.4041 (756.4039), [M+Na]® (ber.): 778.3875
(778.3859), [M-HJ" (ber.): 754.3898 (754.3893).
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6.3.2.3. iEDDA-Reaktion von TCO-¢(RGDfK) (70) mit den Tetrazinen 24 - 29

6.3.2.3.1. Allgemeine Vorschrift fiir die Herstellung der Peptidkonjugate

NH

. N
07 N NH DMSO/ DPBS H %
N
H J\/H RT, 30 Min O)\:/ OH
o OH : 5 O

24-29 70 71-76

Schema 13. Synthese der Peptidkonjugate mittels iEDDA-Reaktion.

Zunichst wurde ¢(RGDfK)-TCO (70) in DMSO (50 uL) geldst und zu einer Losung an DFO-
Tetrazin (24) in DMSO (50 pL) gegeben. Nach der Zugabe von DPBS (100 pL) wurde das
Reaktionsgemisch 30 min geriihrt. Es folgte die Aufreinigung mittels semipréparativer HPLC.
Ein Gemisch der oxidierten (Pyridazin) und nicht-oxidierten (DHP) Form wurde als farbloser

Feststoff erhalten.

Fiir DOTA-GA-c(RGDfK) (75) und NODA-GA-c(RGDfK) (76) konnte die oxidierte Form
isoliert werden. Hierfiir wurde das erhaltene Gemisch weitere 15 h in Wasser mit 1%iger TFA
(100 uL) bei RT geriihrt. Im Anschluss erfolgte erneute eine Aufreinigung mittels

semipraparativer HPLC.
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6.3.2.3.2. DFO-¢(RGDfK) (72)
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Ansatz:
Substanz M (g/mol) n(umol)  m (mg) V (uL) Aq.
70 755.87 1.32 1.00 / 1.0
24 829.96 1.46 1.21 / 1.1
Aufreinigung: Ry, Pyridazin = 5.04 min (0 — 70 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Ry, pup = 5.52 min (0 — 70 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Ausbeute: 1.6 mg (1.03 umol, 78 %)
HPLC:
DHP : R¢=2.02 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Pyridazin: R;=1.82 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit (DHP + Pyridazin): 98.1 %
MALDI (m/z):
DHP: [M+H]" (ber.): 1556.65 (1557.84), [M+Na]" (ber.): 1579.31
(1579.82).
Pyridazin: [M+H]" (ber.): 1555.90 (1555.83), [M+Na]" (ber.): 1578.02
(1577.81).
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HR-ESI-MS (m/z):
DHP: [M+H]" (ber.): 1557.8403 (1557.8424), [M+2H]*" (ber.): 779.4243
(779.4249), [M-HJ (ber.): 1555.8278 (1555.8283), [M-2H]> (ber.):

777.4106 (777.4103).
Pyridazin: [M+H]" (ber.): 1555.8244 (1555.8267), [M+2H]*" (ber.): 778.4161
(778.4170), [M-HJ (ber.): 1553.8129 (1553.8122), [M-2H]> (ber.):

776.4026 (776.4024).

6.3.2.3.3. DFO*-¢(RGDfK) (73)

73

Ansatz:
Substanz M (g/mol) n (numol) m (mg) V (uL) Aq.

70 755.87 1.32 1.0 / 1.0

27 1030.19 1.45 1.5 / 1.1
Aufreinigung: R, Pyridazin = 6.59 min (0 — 50 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)

Rt pap = 6.80 min (0 — 50 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Ausbeute: 1.37 mg (0.78 pmol, 59 %)
HPLC:
DHP: R¢=2.12 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)

Pyridazin: R;=1.92 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)

Reinheit (DHP + Pyridazin): 99.0 %
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MALDI (m/z):
DHP: [M+H]" (ber.): 1757.79 (1757.96), [M+Na]" (ber.): 1779.28
(1779.94).
Pyridazin: [M+H]" (ber.): 1755.91 (1755.94).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 1757.9527 (1757.9585), [M+2H]?* (ber.): 879.4819
(879.4829), [M-H] (ber.): 1755.9381 (1755.9439), [M-2H]> (ber.):
877.4680 (877.4683).

6.3.2.3.4. CTH36-c(RGDfK) (71)

71

Durchfiihrung:
Das Produkt 71 war bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden und wurde vor der Verwendung

in den Radiomarkierungsversuchen tiber die semipréiparative HPLC aufgereinigt.

HPLC:
DHP: R¢=1.79 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Pyridazin: R;=2.01 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit (DHP + Pyridazin): 98.7 %
MALDI (m/z):
DHP: [M+H]" (ber.): 1714.40 (1714.85), [M+Na]" (ber.): 1736.27
(1736.84).

Pyridazin: [M+H]" (ber.): 1712.89 (1712.84).
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HR-ESI-MS (m/z):
DHP: [M+H]" (ber.): 1714.8499 (1714.8547), [M+2H]** (ber.): 857.9302
(857.9310), [M+Na+H]*" (ber.): 868.9210 (868.9220), [M-H] (ber.):

1712.8393 (1712.8401), [M-2H]* (ber.): 855.9165 (855.9164).

Pyridazin:  wurde nicht gemessen, da Anteil an Pyridazin zu gering

6.3.2.3.5. 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-¢(RGDfK) (74)
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& e
Ansatz:
Substanz M (g/mol) n(umol)  m (mg) V (uL) Aq.
70 755.87 1.19 0.90 / 1.0
28 1054.50 1.31 1.38 / 1.1
Aufreinigung: Ry, Pyridazin = 5.44 min (0 — 70 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
R¢, pap = 5.85 min (0 — 70 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Ausbeute: 1.79 mg (1.01 pmol, 84 %)
HPLC:
DHP: Ry=2.25 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)

Pyridazin: R;=2.06 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit (isoliertes Pyridazin): 95.2 %

MALDI (m/z):
DHP: [M+H]" (ber.): 1781.30 (1781.77), [M+H-O]" (ber.): 1763.49
(1765.7758), [M+H-20]" (ber.): 1748.41 (1749.7809), [M+H-30]"
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(ber.): 1732.27 (1733.7859), [M+H-40]" (ber.): 1717.33 (1717.7910),
[M+Fe-O]" (ber.): 1816.44 (1818.6878).

Pyridazin: [M+H]" (ber): 1780.72 (1779.76), [M+H-O]" (ber.): 1763.60
(1763.76), [M+H-20]" (ber.): 1747.60 (1747.77), [M+H-30]" (ber.):
1731.67 (1731.77), [M+Fe-2H]" (ber.): 1832.46 (1832.67), [M+Fe-
O]" (ber.): 1816.34 (1816.67).

HR-ESI-MS (m/z):
DHP: vorwiegend Pyridazin sichtbar
Pyridazin: [M+H]" (ber.): 1779.7513 (1779.7550), [M+H-O]" (ber.): 1763.7554
(1763.7602), [M+Fe-2H]" (ber.): 1832.6607 (1832.6670), [M+2H]"
(ber.): 890.3807 (890.3812).

6.3.2.3.6. DOTA-GA-¢(RGDfK) (75)
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Ansatz:
Substanz M (g/mol) n(umol)  m (mg) V (uL) Aq.
70 755.87 1.32 1.00 / 1.0
26 645.67 1.46 0.94 / 1.1
Aufreinigung: R, Pyridazin = 4.78 min (0 — 70 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
R¢, prp = 5.18 min (0 — 70 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Ausbeute: 1.34 mg (0.98 pmol, 70 % oxidierte Form)
HPLC:
DHP: R¢=1.91 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
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Pyridazin:

R:=1.79 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)

Reinheit (isoliertes Pyridazin): 98.2 %

MALDI (m/z):
DHP:

Pyridazin:

HR-ESI-MS (m/7):

[M+H]" (ber.): 13712.78 (1373.68).
[M+H]" (ber.): 137145 (1371.67),
(1393.65).

[M+Na]" (ber.): 1393.49

DHP: zu hoher Anteil an Pyridazin, sodass hier nur die Massen fiir Pyridazin
gefunden wurden
Pyridazin: [M+H]" (ber.): 1371.6662 (1371.6692), [M+2H]*" (ber.): 686.3380
(686.3383), [M+H+Na]*" (ber.): 697.3380 (697.3292), [M-H] (ber.):
1369.6557 (1369.6546).
6.3.2.3.7. NODA-GA-cRGDfK (76)
NH
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Ansatz:
Substanz M (g/mol)  n (nmol) m (mg) V (uL) Aq.
70 755.87 2.01 1.52 / 1.0
29 544.57 2.11 1.15 / 1.1
Aufreinigung: Ry, Pyridazin = 4.62 min (0 — 70 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
R, pap = 5.10 min (0 — 70 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Ausbeute: 1.73 mg (1.36 pmol, 67 % oxidierte Form)
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HPLC:
DHP: R:=1.87 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Pyridazin: R(=1.75 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit (isoliertes Pyridazin): 97.9 %
MALDI (m/z):
DHP: [M+H]" (ber.): 127237 (1272.64), [M+Na]® (ber.): 1294.34
(1294.62).
Pyridazin: [M+H]" (ber.): 1270.64 (1270.62), [M+Na]™ (ber.): 1292.50
(1292.60).

HR-ESI-MS (m/7):
DHP: [M+H]" (ber.): 1272.6356 (1272.6371), [M-H] (ber.): 1270.6236
(1270.6225).
Pyridazin: [M+H]" (ber.): 1270.6204 (1270.6215), [M+2H]*" (ber.): 635.8142
(635.8144), [M-H] (ber.): 1268.6076 (1268.6069).

6.3.3. Radiomarkierung der Chelator-cRGDfK-Konjugate

Zu einer Losung an [*°Zr]Zr-Oxalat (1 M, 40 — 55 MBq) in 0.1 M HCI Lésung (~50 uL)
wurde HEPES Puffer (0.25 M, pH = 9, 150 pL) gegeben. Der pH-Wert der Losung wurde
unter Zugabe einer NaOH-Losung (30 %, 2 — 4 uL) auf 7.0 — 7.3 eingestellt. Im Anschluss
folgte die Zugabe des jeweiligen Chelator-c(RGDfK)-Konjugats (20 nmol, 20 pL). Das
Gemisch wurde bei 37 °C inkubiert und der Reaktionsfortschritt mittels analytischer Radio-
HPLC aufgezeichnet. Die Uberpriifung des Reaktionsfortschrittes der Radiomarkierung von
DFO-c(RGDfK) (72) und DFO*-c(RGDfK) (73) erfolgte zusitzlich mittels Radio-iTLC. Fiir
DFO-c(RGDfK) (72), DFO*-c(RGDfK) (73) und CTH36-¢(RGDfK) (71) wurde nach 1 h
eine Inkorporationsrate von >96 % erreicht. Das Reaktionsgemisch von 3,4,3-(LI-1,2-
HOPO)-c(RGDfK) (74) musste 5 h bei 37 °C inkubiert werden um eine Inkorporation von
> 96 % zu erreichen. Die Produkte wurden mit nicht-optimierten molaren Aktivitidten von 2 —
2.75 GBg/umol erhalten. Fiir DOTA-GA-c(RGDfK) (75) und NODA-GA-c(RGDfK) (76)
konnte keine Inkorporation beobachtet werden. Die Reaktion wurde fiir DOTA-GA-
c¢(RGDfK) (75) zusitzlich bei pH 4 und 5 sowie unter Verwendung von [%°Zr]ZrCly
durchgefiihrt, jedoch fiihrte auch dies nicht zur gewiinschten Inkorporation.
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6.3.3.1. Herstellung von [¥Zr]ZrCls

Eine Sep-Pak (46 mg) Accell Plus QMA Carbonat Light Kartusche (Waters, Eschborn,
Deutschland) wurde zunéchst mit Ethanol (5 mL), HCI (1 M, 7.5 mL), NaCl-L&sung (0.9 %,
7.5mL) und anschlieBend mit Tracepur Wasser (7.5 mL) vorkonditioniert. Die [¥Zr]Zr-
oxalat Losung (8.9 MBq) wurde auf die Kartusche geladen und mit Tracepur® Wasser
(30 mL) gewaschen. [¥Zr]ZrCls wurde nach der Elution mit einer HCI-Lésung (1 M, 0.4 mL)

in einer Effizienz von > 95 % erhalten.

6.3.4. Bestimmung der Lipophilie logp(7.4)

Zu einem Gemisch aus 1-Octanol (800 nL) und Phosphatpuffer (795 uL, pH 7.4, 0.05 M)
wurde eine Losung des jeweiligen **Zr-markierten Peptidkonjugats (5 L, 0.8 — 1.2 MBaq,
0.37 — 0.45 nmol) gegeben. Das Gemisch wurde 2 min geschiittelt. SchlieSlich wurden die
Phasen iiber zwei-miniitige Zentrifugation bei 12100 xg getrennt. Ein Aliquot der organischen
Phase (200 pL) und der wéssrigen Phase (200 uL) wurden jeweils in ein Gammazihler-
Rohrchen tiberfiihrt. Mittels Gammazdhler wurde die Radioaktivitdt jeder Phase bestimmt.

Jedes Verteilungsexperiment wurde mit mindestens n = 6 durchgefiihrt.

6.3.5. EDTA-Challenge-Versuche

Fiir jedes Challenge-Experiment wurden drei Aliquote EDTA (14.61 mg, 50 umol EDTA) in
HEPES-Puffer (0.25 M, pH = 7.0, 380 uL) vorbereitet. Der pH-Wert der Aliquoten wurde
durch die Zugabe einer NaOH Losung (30 %, 12.5 pL) auf 7.0 eingestellt. Durch Zugabe von
Tracepur Wasser (~7.5 uL) wurde ein Endvolumen von 400 pL erreicht. Zu jedem Aliquot
wurde eine Losung des jeweiligen %°Zr-markierten Peptidkonjugates (5nmol, 9.7 —
13.9 MBq) gegeben. Die Losungen wurden wihrend des Experiments bei 25 °C aufbewahrt.
Zu bestimmten Zeitpunkten wurde die 3°Zr-Transchelatierung mittels analytischer Radio-

HPLC bestimmt. Pro Verbindung wurde das Experiment mindestens zweimal durchgefiihrt.
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6.3.6. Antikorper-Biokonjugation

6.3.6.1. Bradford-Assay

Die Konzentrationen der Cetuximab-Losungen wurden mittels Bradford-Assay bestimmt.
Zunichst wurde eine Standardkalibriergerade aufgenommen. Hierfiir wurde ausgehend von
der Cetuximab-Losung (Erbitux, Infusionslosung 5 mg/mL) folgende Verdiinnungsreihe in
DPBS erstellt: 0.0; 0.25; 0.50; 0.75; 1.00; 1.25 mg/mL.

Fiir jede Verdiinnung wurden jeweils 300 pL Bradford Reagenz bei RT vorgelegt und mit
10 pL der Verdiinnung versetzt. Das Gemisch wurde mittels Eppendorf-Pipette mehrfach
resuspendiert und im Anschluss in eine Kiivette iiberfiihrt. Nach einer Inkubationszeit von
20 min wurde die Absorption bei 595 nm mittels Spektralphotometer (Kapitel 6.1.3)
bestimmt.

Zur Messung der Konzentrationen der zu quantifizierenden Proben wurden diese zunichst so
verdiinnt, dass deren Konzentrationsbereich zwischen 0.1 — 1.4 mg/mL lag. Im Anschluss

erfolgte die Messung analog zu der Bestimmung der Konzentrationen der Verdiinnungen.

6.3.6.2. Herstellung des TCO-Cetuximab (77)

Zunidchst wurde die Erbitux Infusionslosung (5 mg/mL Cetuximab) mittels eines DPBS-
Puffers, der durch Zugabe einer NaxCOj3-Losung (0.1 M) auf pH 8.6 — 8.8 eingestellt wurde,
umgepuffert. Zu der Cetuximab Losung (1.2 mL, 14.5 mg, 99.6 nmol, 12 mg/mL, pH 8.7 —
8.8) wurde eine Losung von TCO-NHS in DMSO (53.2 pL, 0.11 mg, 398.4 nmol, 2 mg/mL,
4 Aq.) gegeben. Das Gemisch wurde unter leichtem Schiitteln 2 h bei RT inkubiert. Im
Anschluss folgte die Aufreinigung mittels einer NAP-25-Sdule unter Verwendung von DPBS
(pH 7.4) als Laufmittel. TCO-Cetuximab wurde als farblose Losung (2.7 mL, 4.3 mg/mL,
11.60 mg, 79.9 %) erhalten.

6.3.6.3. Bestimmung des TCO/Cetuximab-Verhéltnisses

Zur Bestimmung der Konzentration an Tetrazin folgte zundchst die Aufnahme einer
Standardgerade des H-Tz-Bn-NH3Cl (36). Hierfiir wurden folgende Verdiinnungen in DPBS
erstellt: 0; 10; 25; 50; 250; 500; 750; 1000 pg/mL. Die Absorption wurde bei 515 nm
bestimmt.

Um nun die Anzahl an TCOs pro Cetuximab zu bestimmen, wurde zu der TCO-Cetuximab-

Losung (150 pL) ein Uberschuss an 36 (10 — 15 Aq.) in DPBS (20 pL) gegeben. Durch die
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Ermittlung der Menge an abreagiertem Tetrazin konnte schlieBlich das Verhéltnis an TCO-

Einheiten pro Cetuximab bestimmt werden.

6.3.6.4. Synthese der Chelator-Cetuximab-Biokonjugate 78 — 80

Das jeweilige Chelator-Tetrazin 24, 27 und 26 (275 nmol, 8 Aq.) wurde in DMSO (30 uL)
gelost und anschlieBend zu der zuvor erhaltenen Losung an TCO-Cetuximab (5 mg,
343 nmol, 1Aq.) in DPBS-Puffer (1.15mL) gegeben. Die Reaktion wurde 5h bei RT
geschiittelt. AnschlieBend erfolgte die Aufreinigung iiber eine NAP-25- bzw. NAP-10-Saule
unter Verwendung von DPBS-Puffer als Laufmittel. Nach einer zweiten Aufreinigung mittels
Zentrifugalfiltration mittels Zentrifugalfilter Vivaspin 6 (30 000 MWCO) wurde das jeweilige
Chelator-Cetuximab Biokonjugat 78 — 80 (4.4 mg, 30.2 nmol, 88 %) als Losung (1.5 —
2.5 mL) in DPBS erhalten.

6.3.7. Radiomarkierung der Chelator-Cetuximab-Biokonjugate

Zunichst wurde die Chelator-Cetuximab-Losung (1.1 — 1.4 mg, 7.5 — 9.6 nmol) mittels
Zentrifugalfilter Vivaspin 6 (30 000 MWCO) auf den Markierungspuffer, den HEPES-Puffer
(0.25 M, pH 7.0, 220 — 280 pL), umgepuffert. Das [*°Zr]Zr-Oxalat (55 — 70 MBq, ~80 pL) in
0.1 M HCI Lésung (~80 uL) wurde in HEPES-Puffer (0.25 M, pH 9.0, 100 uL) vorgelegt.
Unter Zugabe einer NaOH-Losung (30 %, 2 — 4 uL) erfolgte die Einstellung des pH-Werts
auf pH 7.0 — 7.2. Das jeweilige Chelator-Cetuximab-Biokonjugat 78 — 80 (1.1 — 1.4 mg, 7.5 —
9.6 nmol) wurde zugegeben, sodass ein nicht-optimiertes Aktivitits-zu-Proteinmengen-
Verhiltnis von 50 MBg/mg erhalten wurde. Die Reaktion wurde bei 37 °C inkubiert und der
Reaktionsfortschritt mittels Radio-iTLC iiberpriift. Fiir DFO-Cetuximab (78), DFO*-
Cetuximab (79) und 3,4,3-(LI-1,2-HOPO)-Cetuximab (80) zeigte die ITLC innerhalb 30 min
eine Inkorporationsrate von > 99 %. Zusitzlich wurde diese mittels analytischer Radio-HPLC
bestimmt. Hier wurde eine Inkorporationsrate von > 96 % erhalten. Vor der Verwendung der
radiomarkierten Konjugate wurde diese mittels Nap-5-Sdule mit einer Riickgewinnungsrate
von 85 — 929% (ohne Ultrazentrifugation) aufgereinigt und falls erforderlich mittels
Zentrifugalfilter mit einer Riickgewinnungsrate von 81 — 87 % (mit Ultrazentrifugation)
aufkonzentriert. Nach der Aufreinigung betrug die radiochemische Reinheit > 99 % (Radio-

HPLC).
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6.3.8. Zellkultivierung von A431- und HT-29-Zellen

Die Kultivierung der humanen HT-29-Darmkrebszelllinie erfolgte in McCoy’s 54 Medium
unter Zusatz von 10% FBS und 1% Penicillin-Streptomycin (10 000 U/mL). Fiir die
Kultivierung der A431-Zellen, eine humane epidermoide Karzinom-Zelllinie, wurde DMEM
mit dem Zusatz von 10 % FBS und 1 % Penicillin-Streptomycin (10 000 U/mL) verwendet.
Die vom DSMZ erhaltenen eingefrorenen Zellen (5 Mio. Zellen/mL) wurden vorsichtig auf
RT gebracht und in ein Falcon mit Ndhrmedium (19 mL) iiberfiihrt. Zur Entfernung des
DMSOs wurden die Zellen im Falcon bei 300 xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
die Zellen in neuem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden schlieflich auf 2 — 3
Zellkulturflaschen (T-150) verteilt. Das Medium wurde alle 2 — 3 d gewechselt. Sobald eine
Konfluenz zwischen 70 — 90 % erreicht wurde, erfolgte das Passagieren der Zellen im
Verhiltnis von 1:9 (HT-29) bzw. 1:3 (A431). Hierfiir wurden die Zellen zunichst mit DPBS
(10 mL) gewaschen. Das Ablosen der Zellen erfolgte durch die Inkubation mit einer
0.25 %igen Trypsin-Losung (3 mL) fiir Smin bei 37 °C und leichtem Klopfen. Die
Enzymwirkung wurde unter Zugabe von Zellkulturmedium (7 mL) gestoppt, die Zellen
mittels Pipette suspendiert und schlieBlich in neue Zellkulturflaschen mit vorgelegtem
Medium (25 mL) ausgesit. Zur Kryokonservierung wurden die Zellen zunédchst analog zum
Splitten vom Boden der Kulturflasche abgelost. Die Zellen wurden anschliefend 5 min bei
300 xg und 4°C zentrifugiert und der Uberstand wurde entfernt. Die Zellen wurden
anschlieBend in 90 % FBS + 10% DMSO resuspendiert und als 1 mL-Aliquote in
Kryor6hrchen tiberfiihrt (5 Mio. Zellen/mL). Die Kryordhrchen wurden in einem Mr. Frosty
Gefrierbehilter auf -80 °C heruntergekiihlt.

6.3.9. Bestimmung der Immunoreaktivitit

Die Bestimmung der Immunoreaktivitét erfolgte in vitro anhand eines Bindungsassays nach
LINDMO et al..!*” Hierfiir wurden A431-Zellen verwendet. Diese wurden zuniichst analog zum
Splitten von der Zellkulturflasche abgeldst und gezdhlt. Nach dem Entfernen des Mediums
wurden die Zellen in DPBS + 1 % BSA resuspendiert, sodass die Konzentration der Zellen
6 Mio. Zellen/950 pL betrug. Vier Aliquote mit je 950 pL Suspension wurden in jeweils ein
low binding-Eppendorf-Tube iberfihrt. Zu einem Aliquot wurde eine Losung an
aufgereinigtem Cetuximab (50 pg) in DPBS (50 uL) gegeben, sodass die Endkonzentration an

nicht-radiomarkiertem Cetuximab 50 pg/mL betrug. Zu den anderen drei Aliquoten wurden je
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50 uL DPBS zugegeben. Die Aliquote wurden 2 h unter Eiskiihlung inkubiert. Im Anschluss
wurde ausgehend von jedem Aliquot eine Verdiinnungsreihe mit 6.0; 3.0; 1.5, 0.75, 0.375 und
0.1875 Mio. Zellen/mL erstellt. Nachdem zu jeder Verdiinnung (500 uL) [¥Zr]Zr-Chelator-
Cetuximab (~0.12 ng/uL, 6 ng, 50 uL, ~ 0.15 kBq) gegeben wurden, wurde die Suspension
2 h unter leichtem Schiitteln bei 23 °C inkubiert. Der Uberstand, der nicht-gebundenes
[3°Zr]Zr-Chelator-Cetuximab enthielt, wurde anschlieBend iiber Zentrifugation (3300 xg,
5 min) abgetrennt und in ein Gammazédhler-Rohrchen iiberfiihrt. Die Zellpellets wurden im
Anschluss noch zweimal mit DPBS (250 puL) gewaschen. Auch die Waschlosungen wurden in
das jeweilige Gammazdhler-Rohrchen gegeben. Die Zellen wurden anschlieBend in DPBS
(500 pL) resuspendiert und ebenfalls in Gammazahler-Rohrchen iiberfiihrt. Das Eppendortf-
Tube wurde weiterhin mit DPBS (250 pL) gespiilt.

6.3.10. Tierversuche

Alle Tierexperimente erfolgten unter Einhaltung des Tierschutzgesetzes (TierSchG) und unter

der Genehmigungsnummer 35-9185.81/G-266/17 (Regierungsprasidium Karlsruhe).

Die Bestimmung der in vivo-Pharmakokinetik der hergestellten [*Zr]Zr-Chelator-Cetuximab-
Derivate erfolgte an vier bis fiinf Wochen alten weiblichen Balb/cAnN-Foxnl™™-Rj-

Nacktméusen (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich).

6.3.10.1. Tumorinokulation

Als Tumormodell wurde die humane HT-29-Darmkrebszelllinie verwendet, siehe Kapitel
6.3.8. Analog zum Splitten wurden die Zellen von dem Zellkulturflaschenboden abgeldst und
gezdhlt. Die Zentrifugation erfolgte im Anschluss fiir 3 min bei 4 °C und 300 xg. Das
Medium wurde entfernt und die Zellen in DPBS aufgenommen, sodass die Endkonzentration
50 Mio. Zellen/mL betrug. SchlieBlich wurden Aliquote der Suspension (200 pL) in
autoklavierte 1.5 mL-Eppendorf-Tubes iiberfiihrt, die dann bis zur Injektion auf Eis gelagert

wurden.

Die subkutane Inokulation der Tumorzellen erfolgte unter Isofluran-Narkose. Nach dem
erneuten Resuspendieren der Zellen wurden diese mittels Insulinspritze in die hintere rechte
Flanke der Miuse injiziert. Der ersten Gruppe wurden 2 — 5 Mio. Zellen in DPBS (100 pL)

injiziert. Die Tiere wurden nach der Injektion tdglich auf den Gesundheitszustand und das
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Tumorwachstum kontrolliert. Zwei der Tiere mussten vorzeitig geopfert werden, da sie das
Abbruchkriterium einer zu groBen TumorgroBe erreicht hatten. Fiir die nachfolgenden
Gruppen 2 und 3 wurden daher nur 2.5 Mio. Zellen in DPBS (50 uL) verwendet. Die
GruppengroBe betrug jeweils n = 7. 12 — 14d nach der Tumorinokulation war eine
TumorgroBe von 0.3 — 0.5 cm erreicht worden und es erfolgte die erste in vivo-Bildgebung

mittels PET/CT.

6.3.10.2. In vivo-Bildgebung mittels Kleintier-PET/CT und ex vivo-Biodistribution
Die Radiotracer wurden, wie in Kapitel 6.3.7 beschrieben, hergestellt. Dabei wurde die
Volumenaktivitit auf 3 — 5 MBq/50 uL eingestellt. Die spezifische Aktivitit betrug ca.
50 MBg/mg. Nach dem Einleiten der Isofluran-Narkose wurden pro Tier 5.37 = 2.38 MBq
[3Zr]Zr-DFO-Cetuximab ([*Zr]Zr-78) (0.11 £ 0.05 mg Cetuximab, n = 7), 5.73 + 3.05 MBq
[¥Zr]Zr-DFO*-Cetuximab ([**Zr]Zr-79) (0.11 + 0.06 mg Cetuximab, n = 7) oder 4.42 +
237MBq [*Zr]Zr-3,4,3-(L1-1,2-HOPO)-Cetuximab  ([**Zr]Zr-80) (0.09 =+ 0.05mg
Cetuximab, n = 7) liber einen sehr diinnen Schlauch mit einem Totvolumen von 50 pL in die
laterale Schwanzvene injiziert. Der Schlauch wurde zusétzlich mit 0.9%iger NaCIl-Losung (80
— 90 uL) gespiilt. Direkt nach der Injektion an Tag 0, sowie am Tag 4 und Tag 7 erfolgte eine
PET/CT-Untersuchung.

An Tag 7 wurden die Tiere direkt nach der PET/CT-Messung iiber zervikale Dislokation
geopfert. Milz, Pankreas, Leber, Nieren, Lunge, Herz, Blut, Magen, Blinddarm mit Dickdarm,
Diinndarm, Oberschenkelmuskel, Gehirn und Schwanz sowie die Knochen Schidel, Sternum,
Femur rechts und links wurden entnommen, gewogen und anschliefend im Gammazéhler fiir
je 1 min gemessen. Die gemessene Aktivitidt wurde zerfallskorrigiert. Mittels eines Standards
(dret Aliquote der Tracer-Losung) wurde die Aktivitit in kBq bestimmt und die injizierte

Dosis pro Gramm Organ (%ID/g) berechnet.

Da zwei Tiere der Gruppe 1 vorzeitig das Abbruchkriterium erreichten, wurden diese bereits
an Tag 4 nach der zweiten PET/CT-Untersuchung euthanasiert. Fiir beide Tiere erfolgte, wie

oben beschrieben, die Organentnahme.
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6.4. Synthese eines neuen bifunktionellen CB-Chelators und Vergleich der
8Ga-Radiomarkierungs- und Stabilitiitseigenschaften mit etablierten

Chelatoren

6.4.1. Synthese von CB-DO2A-GA(Bu):

6.4.1.1. 5-(Benzyloxy)-2-brom-5-oxopentansiure (83)

o} (e}

8 6 3
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4

10 12 Br

83

Die Synthese wurde nach einer Vorschrift von EISENWIENER et al.''®! durchgefiihrt.
L-Glutaminsiure-5-benzylester (82) (4.0 g, 16.86 mmol, 1.0 Aq.) und Natriumbromid (6.07 g,
59.01 mmol, 3.50 Aq.) wurden in einer 1 M HBr-Lésung (30.3 mL) geldst. Die Losung wurde
auf 0°C gekiihlt und es folgte die portionsweise Zugabe von Natriumnitrit (2.09 g,
30.35 mmol, 1.80 Aq.). Das Reaktionsgemisch wurde 2 h bei 0 °C geriihrt. Im Anschluss
wurde konzentrierte Schwefelsiure (1.53 mL, 28.66 mmol, 1.70 Aq.) gefolgt von Diethylether
(30 mL) zugegeben. Die wissrige Phase wurde dreimal mit Diethylether (10 mL) extrahiert.
Schliellich wurden die vereinten organischen Phasen dreimal mit einer geséttigten NaCl-
Losung (20 mL) gewaschen und dann {iber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel
wurde am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt. Die Aufreinigung des
Rohprodukts erfolgte mittels Sdulenchromatographie (Cyclohexan: EA 3:1 - 2:1). 83
(2.30 g, 7.62 mmol, 45 %, Lit: 63 %!!'%) wurde als schwach gelbes Ol erhalten.

R+-Wert: 0.21 (EA/Hexan 1:3)

HPLC: R¢=1.62 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 92.2 %

TH-NMR (500 MHz, CDCL) 6 [ppm] = 7.41 — 7.32 (m, 5H, Ha), 5.12 (s, 2H, H-6), 4.41 (dd,
J=8.5,58Hz, 1H, H-2),2.77 — 2.53 (m, 2H, H-4), 2.48 — 2.27 (m, 2H, H-3).

13C-NMR (126 MHz, CDCL3) & [ppm] = 174.22 (C-1), 172.04 (C-5), 135.69 (C-7), 128.77
(C-9, C-11), 128.55 (C-10), 128.43 (C-8, C-12), 66.86 (C-6), 44.19 (C-2), 31.58 (C-4), 29.62
(C-3).

HR-ESI-MS (m/z):  [M-H] (ber.): 298.9925 (298.9924).
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6.4.1.2. 5-Benzyl-1-tert-butyl-2-brompentandioat (81)
o o
10 12 Br
1 81

Die Synthese wurde nach einer Vorschrift von EISENWIENER et al[''®l mit minimalen
Anderungen durchgefiihrt. 83 (2.0 g, 6.64 mmol, 1.0 Aq.) wurden in Chloroform (8 mL)
gelost unter Argon-Atmosphire. Eine Losung von fert-Butyltrichloracetimidat (2.6 mL,
14.61 mmol, 2.20 Aq.) in Cyclohexan (8 mL) wurde innerhalb 15 min zugetropft. Der
gebildete Niederschlag wurde durch die Zugabe von Dimethylacetamid (2.0 mL, 17.93 mmol,
2.7Aq.) und Bortrifluoriddiethyletherat (0.135mL, 1.06 mmol, 0.16 Aq.) gelost. Das
Reaktionsgemisch wurde drei Tage bei RT geriihrt. Mittels Vakuumdestillation wurden
Chloroform und Cyclohexan entfernt. Die DMA-Phase wurde dreimal mit je Hexan (15 mL)
extrahiert. Schlielich wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das
Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie (SiO», Cyclohexan/EA 20:1 = 9:1) aufgereinigt.
81 (1.93 g, 5.41 mmol, 81 %, Lit: 61 %!''®) wurde als farbloses Ol erhalten.

R+-Wert: 0.21 (EA/Hexan 1:3)

HPLC: Ri¢=2.46 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 98.7 %

TH-NMR (500 MHz, CDCls) § [ppm] = 7.40 — 7.30 (m, SH, Ha,), 5.13 (s, 2H, H-6), 4.24 (dd,
J=8.5,59Hz, 1H, H-2),2.62 —2.50 (m, 2H, H-4), 2.41 —2.21 (m, 2H, H-3), 1.47 (s, 9H, H-
14).

13C-NMR (126 MHz, CDCL) 6 [ppm] = 172.13 (C-5), 168.44 (C-1), 135.85 (C-7), 128.75
(C-9, C-11), 128.48(C-10), 128.38 (C-8, C-12), 82.79 (C-13), 66.69 (C-6), 46.79 (C-2), 31.78
(C-4), 29.86 (C-3), 27.88 (C-14).

HR-ESI-MS (m/z): [M-H] (ber.): 355.0375 (355.0550).
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6.4.1.3. 5-Benzyl-1-tert-butyl-2-(1,4,7,10-tetraazabicyclo[5.5.2]tetradecan-4-
yl)pentandioat (84)

84

CB-Cyclen (35) (100.0 mg, 0.50 mmol, 1.0 Aq.) und Kaliumcarbonat (69.7 mg, 0.50 mmol,
1.0 Aq.) wurden in wasserfreiem Acetonitril (2 mL) unter Argon-Atmosphire vorgelegt.
Unter Kiihlung auf 0 °C wurden in einer Stunde eine Losung an 81 (180.1 mg, 0.50 mmol, 1.0
Aq.) in Acetonitril (1 mL) zugetropft. Das Gemisch wurde weitere Sh bei 0°C und
anschlieBend 3 Tage bei RT geriihrt. Zur Entfernung des gebildeten Salzes erfolgte die
Filtration tiber Celite. Der Feststoff wurde mit Acetonitril (20 mL) gewaschen. Die Losung
wurde eingeengt und das Produkt 84 mittels semipriparativer HPLC (0 — 80 % MeCN +
0.1 % TFA in 8 min, R, = 4.43 min) aufgereinigt. 84 wurde in Form eines gelben Ols
(117.2 mg, 0.20 mmol, 39 %) erhalten.

HPLC: R¢=1.55 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 98 %

IH-NMR (500 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 8.73 (s, 3H, NH), 7.39 — 7.29 (m, 5H, Ha), 5.15 —
5.09 (m, 2H, H-6), 4.24 — 4.00 (m, 1H, H-2), 3.86 — 2.63 (m, 21H, H-15 — H-24), 2.61 — 2.32
(m, 2H, H-4), 2.31 — 1.77 (m, 2H, H-3), 1.49 — 1.42 (m, 9H, H-14).

13C-NMR (126 MHz, CDCL) § [ppm] = 173.15 (C-1), 172.92 (C-5), 160.99 (q, J = 37.8,
CO(tray), 135.96 (C-7), 128.78 (CacH), 128.74 (CaH), 128.69 (CaH), 128.48 (CaH), 128.33
(CaH), 115.97 (g, J = 289.8, CF3(rea)), 83.28 (C-13), 66.64 (C-6), 65.16 (C-2), 64.15, 63.42,
59.09, 58.71, 58.51, 58.04, 57.23, 56.16, 56.13, 55.27, 55.09, 54.55, 53.58, 52.79, 47.00,
46.89, 44.93, 44.81, 44.53, 44.21, 43.24, 42.88, 31.33 (C-4), 31.13, 30.88, 28.20 (C-14),
28.15, 28.13, 25.67 (C-3).

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.):474.80 (475.33).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]"(ber.): 475.3279 (475.3279).
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6.4.1.4. Bn-CB-DO2A-GA(fBu): (85)

84 (95mg, 16.2 pmol, 1.0 Aq.) wurde in wasserfreiem Acetonitril (1.4 mL) geldst. Im
Anschluss wurden Kaliumcarbonat (28 mg, 20.3 umol, 1.25 Aq.) und tert-Butylbromacetat
(33 uL, 22.2 pmol, 1.37 Aq.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 48 h unter Argon-
Atmosphére geriihrt. Zur Entfernung des entstandenen Salzes wurde das Reaktionsgemisch
iiber Celite abfiltriert. Der Feststoff wurde mit Acetonitril (20 mL) gewaschen. Die Losung
wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und das Produkt 85 mittels semipréparativer HPLC
(25 — 65 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min, R; = 4.57 min) aufgereinigt. 85 wurde als gelbes Ol
(67 mg, 9.5 umol, 59 %) erhalten.

HPLC: Ri=2.39 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 90.9 %

IH-NMR (500 MHz, CDCls) § [ppm] = 7.42 — 7.30 (m, 5H, Ha,), 5.17 — 5.07 (m, 2H, H-6),
421 -3.41 (m, 2H, H-25), 3.39 — 2.81 (m, 21H, H-2, H-15 — H-24), 2.63 — 2.43 (m, 2H, H-4),
2.21 - 1.78 (m, 2H, H-3), 1.47 (s, 9H, CH5), 1.45 (s, 9H, CH).

3C-NMR (126 MHz, CDCL3) 6 [ppm] = 172.77 (C-5), 171.35 (C-1), 170.56 (C-26), 159.78
(q, J=39.2, CO(tray) 135.65 (C-7), 128.89 (CaH), 128.86 (CacH), 128.85 (CaH), 115.53 (q, J
— 288.0, CF37ra)), 82.68 (C-27), 82.07(C-13), 66.92 (C-6), 65.24 (C-2), 57.70, 57.47, 57.28,
56.59, 56.45, 53.78, 52.15, 50.13, 46.70, 44.77, 30.87 (C-4), 28.2 (CHs), 28.27 (CHs), 26.06
(C-3).

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 589.02 (589.40).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]"(ber.): 589.3962 (589.3960).
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6.4.1.5. CB-DO2A-GA(fBu): (34)
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85 (40 mg, 56.9 umol) wurden in THF/Wasser (3 mL, 1:1, v/v) gel6st. Nach der Zugabe von
10 % Pd/C (10 mg) wurde das Gemisch 18 h bei RT unter Hz-Atmosphére geriihrt. Der
Feststoff wurde mittels Filtration {ber Celite entfernt. Das THF wurde am
Rotationsverdampfer und das Wasser schlieSlich mittels Lyophilisation entfernt. 34 wurde als
farbloses Ol (26 mg, 42.4 umol, 75 %) nach der Aufreinigung mittels semipriparativer HPLC
(0—80 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min, R, = 5.14 min) erhalten.

HPLC: R¢=1.93 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 5 min)
Reinheit: 90.3 %

IH-NMR (500 MHz, CDCl3) 6 [ppm] = 9.27 (s, 1H, OH), 4.22 — 3.68 (m, 1H, H-2), 3.54 (dd,
J=53.7,17.9 Hz, 2H, H-18), 3.45 — 2.63 (m, 21H, H-2, H-8 — H-17), 2.61 — 2.46 (m, 2H, H-
4),2.24 —1.76 (m, 2H, H-3), 1.47 (s, 9H, H-6 oder H-19), 1.45 (s, 9H, H-6 oder H-19).

13C-NMR (126 MHz, CDCls) § [ppm] = 175.59, 171.57, 170.56, 160.63, 160.01, 159.70,
119.11, 116.82, 114.53, 112.23, 83.00, 82.68, 82.44, 65.89 (C-2), 62.77, 57.92, 57, 45, 57.27,
56.88, 56.71, 54.38, 53.10, 46.16, 44.85, 31.34 (C-4), 28.25 (C-6 oder C-19), 28.21 (C-6 oder
C-19), 25.83.

MALDI-MS (m/z): [M+H]" (ber.): 498.94 (499.35).

HR-ESI-MS (m/z): [M+H]"(ber.): 499.6725 (499.3491).
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6.4.2. TATE Derivate 86 — 89
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Die Synthese der TATE-Derivate 86 — 89 (Chelator-D-Phe-cyclo[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-
Cys]-Thr-OH) erfolgte auf Fmoc-Thr(sBu)-Wang Harz (Belegung: 0.204 mmol/g bzw.
0.30 mmol/g) unter Verwendung der Fmoc-Strategie in Anlehnung an eine literaturbekannte
Vorschrift.!!”" Zunichst wurde das Harz in DCM fiir 60 min bei RT gequollen. Die
Peptidkupplungen wurde im Ultraschallbad mit Aminosiure (4.0 Aq.) , HBTU (3.90 Aq.) und
DIPEA (4.0 Aq.) in DMF fiir 10 min durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Aminosiure zunéchst
mit HBTU und DIPEA 2 min vorinkubiert. Nach der Kupplung wurde Fmoc mittels Piperidin
in DMF (1:1, v/v) fiir insgesamt 7 min (2 min und 5 min) abgespalten. Diese Schritte wurden
so lange wiederholt bis die Peptidsequenz Fmoc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr(zBu)-D-Trp(Boc)-
Lys(Boc)-Thr(/Bu)-Cys(Acm)-Thr(sBu)-Wang  vollstindig war. Nach der letzten
Peptidkupplung von Fmoc-D-Phe-COOH erfolgte vor der Fmoc-Abspaltung die Cyclisierung
unter Ausbildung einer Disulfidbriicke mit Thallium(IIl)trifluoracetat (4.0 Aq.) in DMF fiir
45 min. Anschlieend wurde die Fmoc-Schutzgruppe entfernt und TATE mit dem jeweiligen
Chelator (2.50 Aq.), HBTU (2.45 Aq.) und DIPEA (5.0 Aq.) fiir 3 h umgesetzt. AbschlieBend
erfolgte die Entfernung der sdurelabilen Schutzgruppen und gleichzeitige Abspaltung vom
Harz mit einer Losung TFA/TIS/H20 (95:2.5:2.5, v/v/v) bei RT fiir 3 h. Die TATE Derivate

wurden mittels semipréparativer HPLC aufgereinigt.
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6.4.2.1. DOTA-TATE (86)

86 wurde gemiB 6.4.2 auf Fmoc-Thr(fBu)-Wang Harz (150 mg, 45.0 umol, 1.0 Aq.,
Belegung: 0.3 mmol/g) unter Verwendung von DOTA(/Bu); synthetisiert. Nach der
Aufreinigung mittels semipréparativer HPLC (0 — 70 % MeCN + 0.1 % TFA in 10 min, R, =
5.04 min) wurde 86 (40.4 mg, 28.2 umol, 63 %) als farbloser Feststoff erhalten.

HPLC: Ri=2.33 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 10 min)
Reinheit: 100 %

MALDI (m/z): [M+H]" (ber.): 1434.92 (1435.60), [M+Na]" (ber.): 1457.10 (1457.58).

HR-ESI-MS (m/z): [M+2H]*" (ber.): 718.3053 (718.3047), [M+H]" (ber.): 1435.6060
(1435.6021), [M-HJ (ber.): 1433.5824 (1433.5875).

6.4.2.2. DOTA-GA-TATE (87)
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87 wurde gemiB 6.4.2 auf Fmoc-Thr(Bu)-Wang Harz (125 mg, 37.5 umol, 1.0 Aq.,
Belegung: 0.3 mmol/g) unter Verwendung von DOTA-GA(fBu)s synthetisiert. Nach der
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Aufreinigung mittels semipréiparativer HPLC (10 — 20 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min, R; =
6.62 min) wurde 87 (20.4 mg, 13.5 pmol, 36 %) als farbloser Feststoff erhalten.

HPLC: Ri=2.41 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 10 min)
Reinheit: 100 %

MALDI (m/z): [M+H]" (ber.): 1507.16 (1507.62), [M+Na]" (ber.): 1529.22 (1529.61).

HR-ESI-MS (m/z): [M+2H]*" (ber.): 754.3160 (754.3153), [M+H]' (ber.): 1507.6283
(1507.6233), [M-HJ (ber.): 1505.6040 (1505.6086).

6.4.2.3. NODA-GA-TATE (88)
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88 wurde gemiB 6.4.2 auf Fmoc-Thr(fBu)-Wang Harz (125mg, 37.5 umol, 1.0 Aq.,
Belegung: 0.3 mmol/g) unter Verwendung von R-NODA-GA(#Bu); synthetisiert. Nach der
Aufreinigung mittels semipréparativer HPLC (12 — 20 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min, R; =
5.04 min) wurde 88 (24.4 mg, 17.4 umol, 46 %) als farbloser Feststoff erhalten.

HPLC: R:=2.42 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 10 min)
Reinheit: 100 %

MALDI (m/z): [M+H]" (ber.): 1406.46 (1406.57), [M+Na]" (ber.): 1428.23 (1428.56).

HR-ESI-MS (m/z): [M+2H]?" (ber.): 703.7914 (703.7919), [M+H]" (ber.): 1406.5796
(1406.5747), [M-HJ (ber.): 1404.5601 (1404.5609).
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6.4.2.4. CB-DO2A-GA-TATE (89)
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89 wurde gemif 6.4.2 auf Fmoc-Thr(fBu)-Wang Harz (50 mg, 15.0 umol, 1.0 Aq., Belegung:
0.3 mmol/g) synthetisiert. Anders als in 6.4.2 beschrieben wurde die Kupplung des Chelators
CB-DO2A-GA(#Bu): (1.6 Aq.) unter Verwendung von PyBOP (2.45 Aq.) und DIPEA (5 Aq.)
durchgefiihrt. Nach der Aufreinigung mittels semipriparativer HPLC (0 — 50 % MeCN +
0.1 % TFA in 10 min, R; = 6.24 min) wurde 89 (3.7 mg, 2.6 umol, 18 %) als farbloser
Feststoff erhalten.

HPLC: Ri;=2.25 min (0 — 100 % MeCN + 0.1 % TFA in 8 min)
Reinheit: 100 %

MALDI (m/z): [M+H]" (ber.): 1417.47 (1417.63), [M+Na]" (ber.): 1439.57 (1439.6099).

HR-ESI-MS (m/z): [M+2HJ** (ber.): 709.3183 (709.3176), [M+H]" (ber.): 1417.6327
(1417.6280).

6.4.3. Radiomarkierung der Chelator-TATE-Konjugate

Der ®*Ga-Generator wurde mit einer 0.1 M HCl eluiert (1.8 mL Vorlauf, 1.8 mL Elution). Der
pH-Wert des Eluats [®*Ga]GaCl; (30 — 40 MBq, 100 — 150 uL) wurde unter Zugabe eines
Natriumacetat-Puffers (1.25 M, pH = 4.4, 50 — 60 uL) auf pH 3.9 — 4.1 eingestellt. Im
Anschluss folgte die Zugabe des jeweiligen Chelator-TATE-Derivats 86 — 89 (0.4 — 40 nmol).
Um die optimierte molare Aktivitit zu bestimmen, wurde die Substanzmenge stufenweise
erniedrigt bis nach einer Reaktionsdauer von 10 min bei 95 °C oder 45 °C freies %*Ga in der
Radio-HPLC-Analytik auftrat. [**Ga]Ga-86 bzw. [*®Ga]Ga-87 konnten bei 95 °C in 10 min
mit einer optimierten molaren Aktivitit von 30 — 35 MBg/nmol ([**Ga]Ga-86) bzw. 40 —
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45 MBg/nmol ([*3Ga]Ga-87) in einer radiochemischen Reinheit von > 99 % erhalten werden.
Die optimierte molare Aktivitit fiir [®*Ga]Ga-88 betrug 50 — 55MBg/nmol. Die
radiochemische Reinheit betrug > 99 % bei eine Reaktionstemperatur von 45 °C fiir 10 min.
Die optimierte molare Aktivitit von [*®*Ga]Ga-89 betrug 1 MBg/nmol. Bei einer
Reaktionstemperatur von 95 °C wurde nach 10 min nur eine **Ga-Inkorporation von 93 %

beobachtet. Nach 20 min wurde eine radiochemische Reinheit von > 95 % erhalten.

Fiir die nachfolgenden Versuche wurden alle Konjugate mit einer molaren Aktivitdt von

1 MBg/nmol markiert.

6.4.4. Bestimmung der Lipophilie logp.4)

Die Bestimmung der Lipophilie erfolgte analog zu der Bestimmung der Lipophilie der *Zr-
Chelator-c(RGDfK)-Konjugate in Kapitel 6.3.4. Das jeweilige [®3Ga]Ga-Chelator-TATE-
Konjugat [®3Ga]Ga-86 — [*3Ga]Ga-89 (5 uL, 0.7 — 1 MBq) wurde zu einem Gemisch aus 1-
Octanol (800 pL) und Phosphatpuffer (795 uL, pH 7.4, 0.05 M) gegeben. Das Gemisch wurde
2 min geschiittelt. Anschliefend wurden die Phasen mittels Zentrifugation (2 min, 12100 xg)
getrennt. Ein Aliquot (200 puL) der organischen und der wissrigen Phase wurden jeweils in
ein Gammazédhler-Rohrchen {iiberfiihrt. Die Aktivitit wurde mittels Gammazéhler bestimmt.
Das Experiment wurde fiir jede Verbindung mit n = 3 durchgefiihrt und die Lipophilie anhand
Formel 1 (Kapitel 3.2.3) berechnet.

6.4.5. Bestimmung der Serumstabilitit

Zur Bestimmung der Serumstabilitit wurde das jeweilige [**Ga]Ga-Chelator-TATE-Konjugat
[%8Ga]Ga-86 — [**Ga]Ga-89 (125 uL, 20 — 25 MBq) zu humanem Serum (500 pL) zugegeben
und bei 37 °C inkubiert. Nach 1, 15, 30, 45, 60 und 90 min wurde ein Aliquot (75 pL)
entnommen und in eiskaltes Ethanol (75 pL) gegeben. Die Suspension wurde 90 s bei
12100 xg zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand abgenommen. Die Aktivitit des
Uberstandes und der ausgefallenen Serumproteine wurden im Aktivimeter bestimmt. Der
Uberstand wurde in ein HPLC-Fldschchen iiberfiihrt und die Reinheit mittels analytischer

Radio-HPLC bestimmt. Fiir jede Verbindung wurde das Experiment mit n = 3 durchgefiihrt.
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6.4.6. DTPA-Challenge-Versuche

Zu DTPA (7.4 mg, 18.75 pmol, 1000 eq.) in Natriumacetat-Puffer (0.5 M, pH = 4.2, 500 uL)
wurde das jeweilige [**Ga]Ga-Chelator-TATE-Konjugat [**Ga]Ga-86 — [**Ga]Ga-89 (125 —
150 uL, 18.75 nmol) zugegeben. Durch die Zugabe von Natriumacetat-Puffer (1.25 M, pH =
3.9) wurde das Endvolumen auf 650 pL eingestellt. Der pH-Wert der resultierenden Losung
betrug 4. Nach 1, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 und 120 min wurde die *®Ga-Transchelatierung
mittels analytischer Radio-HPLC bestimmt. Das Experiment wurde fiir jede Verbindung mit n

= 3 durchgefiihrt.
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Abkiirzung Erklarung
Aq. Aquivalent(e)
APT Attached proton test
Bac Bromacetyl
ber. Berechnet
BFC bifunktionelle Chelatoren
Bn Benzyl
Boc tert-Butyloxycarbonyl
Boc,O Di-tert-butyldicarbonat
BSA Bovines Serumalbumin
Bu tert-Butyl
C konstante Doméne im Antikorper
CB cross-bridged
Cbz Benzyloxycarbonyl
Chx-Mal Maleimidcyclohexyl
COSY correlated spectroscopy
CT Computertomographie
CuAAC Kupfer(I)-katalysierte Azid-Alkylen [3+2]-Cycloaddition
D Tag(e)
DCM Dichlormethan
DFO Deferoxamin, Desferrioxamin B
DIPEA N,N-Diisopropylethylamin
DMF Dimethylformamid
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DOTA 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsiure
DOTA-GA 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1-glutarsdure-4,7,10-tetraessigsaure
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DSMZ Leibniz-Institut Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen
DTPA Diethylentriaminpentaessigsdure
E Energie
EA Ethylacetat
EC Elektroneneinfang
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Ethylendiamintetraessigsaure
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H-Tz-Bn-NH;Cl
H-Tz-Bn-NH3;(HCOO)
lac
iIEDDA
kBq
kDa
L(-Kette)
mAb
MALDI
MBq
MeCN
Min
MRT
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Epidermal growth factor receptor
Antigen-bindendes Fragment des mAb
kristallisierbares Fragment des mAb
fotales Rinderserum
Fusarinin C
Food and Drug Administration
['®F]-2-Fluor-2-desoxy-D-glucose
Fluorenylmethoxycarbonyl
field of view
relative Zentrifugalkraft
Stunde(n)
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium-
hexafluorphosphat
N,N'-Di(2-hydroxybenzyl)ethylendiamin-N,NV'-diessigsaure
2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluor-phosphat
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsédure
humaner epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
schwere Polypeptidkette des mAb
heteronuclear multiple bond spectroscopy
Hydroxypyridinon
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
High-Resolution-Elektrospray lonisation
heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy
(4-(1,2,4,5-Tetrazin-3-yl)phenyl)methylammoniumchlorid
(4-(1,2,4,5-Tetrazin-3-yl)phenyl)methylammoniumformiat
lodacetyl
Inverse electron-demand Diels-Alder
Kilobecquerel
Kilodalton
leichte Polypeptidkette des mAb
monoklonaler Antikorper
Matrix-assisted laser desorption/ionization
Megabecquerel
Acetonitril
Minute(n)

Magnetresonanztomographie
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MS Massenspektrometrie
MWCO Molekulargewichtsgrenze
NCS p-Isothiocyanat
NHS N-Hydroxysuccinimid
NODA-GA 1,4,7-Triazacyclononan-1-glutarsdure-4,7-diessigsaure
NOTA 1,4,7-Triazacyclononan-1,4,7-triessigsaure
Ns Nanosekunde
LOR line-of-response
PCTA 3,6,9,15-Tetraazabicyclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-4-S-(4-
isothiocyanobenzyl)-3,6,9-triessigsdure
Pd(PPhs)4 Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0)
Ph Phenyl
PSMA Prostataspezifisches Membranantigen
SATA S-Acetylthioacetat
s.C. subkutan
SEC GroBenausschluss-Chromatographie
SPAAC ringgespannte Alkin-Azid-Cycloaddition
SPECT Single Photon Emission Computed Tomography
Suc Succinimid
tin Halbwertszeit
TAFC Triacylfusarinin C
TAM Terephthalamidgruppen
TETA 1,4,8,11-Tetraazacyclotetradecan-1,4,8,11-tetraessigsdure
TE2A 1,4,8,11-Tetraazabicyclo[6.6.2]hexadecan-4,1 1-diessigsdure
Bu tert-Butyl
TBTA 2,2,2-Trichloracetimidsaure-zert-butylester
TCO trans-Cycloocten
TCO-NPC (E)-Cyclooct-2-en-1-yl-(4-nitrophenyl)carbonat
TCO-NHS (E)-Cyclooct-2-en-1-yl-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)carbonat
TFA Trifluoressigsdure
TFP 2,3,5,6-Tetrafluorophenol
THF Tetrahydrofuran
THP Tris(hydroxypyridinon)
TIS Triisopropylsilan
PET Positronen-Emissions-Tomographie
PyBOP Benzotriazol-1-yloxytrispyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat
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