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l. Vorwort

Das Fachgebiet der Radiopharmazeutischen Chemie beschaftigt sich mit der Produktion von
medizinisch nutzbaren Radionukliden Gber die Entwicklung von Radiopharmaka fir die
diagnostische Bildgebung und Therapie, bis zur GMP (good manufacturing practice) -
gerechten Radiopharmaka-Herstellung und -Prifung im Sinne des Arzneimittelgesetzes
(AMG). Damit ist die Radiopharmazie ein essentieller Bestandteil der nuklearmedizinischen
Versorgung. Die primare Aufgabe besteht darin, radioaktive Pharmaka fiir Diagnostik und
Therapie in der Patientenversorgung bedarfsgerecht zur Verfligung zu stellen. Dartiber hinaus
sind Forschungsarbeiten im radiochemischen und -pharmazeutischen Fachgebiet
grundlegend fiir die Weiterentwicklung und Verbesserung der nuklearmedizinischen

Diagnostik und Therapie.

In der vorliegenden Habilitationsschrift im Fach ,Experimentelle Nuklearmedizin“ werden
grundlegende Forschungsarbeiten zum Thema der Herstellung und Entwicklung neuer
Radiopharmaka fiir die onkologische Bildgebung mittels Positronen-Emissions-Tomographie

(PET) zusammengefasst und deren Bedeutung fiir das Fachgebiet erlautert.

Die wissenschaftlichen Ergebnisse der Forschungsarbeiten wurden in Originalarbeiten
veroffentlicht und bilden die Grundlage der hier vorliegenden, kumulativen

Habilitationsleistung.
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1. Einfiihrung

Die PET ist ein nicht-invasives bildgebendes Verfahren der modernen Nuklearmedizin. Dabei
werden radioaktiv markierte molekulare Sonden (,Tracer”) verabreicht, die in kleinsten
Stoffmengen eingesetzt im Allgemeinen keine pharmakologische Wirkung hervorrufen.!
Durch die beim radioaktiven Zerfall des Radionuklids emittierten Positronen und
darauffolgenden Sekundarprozessen werden Gammagquanten ausgesendet, die auRerhalb des
Patienten detektiert werden. Die dabei erhaltenen Signale werden anschlieRend zu Bildern
rekonstruiert. Tracer kénnen auf Grund ihrer spezifischen Anreicherungsmechanismen
bestimmte biochemische Prozesse in vivo sichtbar machen. Dadurch lassen sich sehr genaue
Aussagen zu Funktion und Stoffwechsel der jeweiligen Zielorgane treffen. Gerade in der
onkologischen Bildgebung konnen so Tumorerkrankungen frihzeitig erkannt und
entsprechende TherapiemaBBnahmen getroffen werden. Die spezifische Anreicherung beruht
auf einer besonders hohen Affinitat des Tracers zu einer bestimmten Zielstruktur (, Target”).
Solche Zielstrukturen sind haufig auf der Tumorzelloberflache (iberexprimierte Rezeptoren,
die durch hochaffine Liganden adressiert werden kénnen. Das erhéhte Expressionslevel der
Rezeptoren auf den Tumorzellen im Gegensatz zu normalen Zellen fiihrt zusammen mit
malgeschneiderten hochaffinen Rezeptorliganden zu einer verstarkten Anreicherung des
Tracers im Tumor und damit zu einer hohen Signalintensitdt und einem starken Kontrast im
Bild. Die Identifizierung immer neuer Targets treibt die Entwicklung neuer diagnostischer
Radiopharmaka fiir die Bildgebung onkologischer Erkrankungen an. Durch die Diversifizierung
und die Implementierung neuer PET-Tracer in der Klinik kbnnen bisher nicht adressierbare
spezifische Stoffwechselprozesse visualisiert und somit Verbesserungen in Diagnose, Verlaufs-
und Therapiekontrolle erzielt werden. Die breiten Anwendungsmoglichkeiten und der
schnelle Fortschritt der PET zieht aber auch einen hohen Bedarf an radiochemischen

Methoden und radiopharmazeutischer Forschungsarbeit nach sich.

Ein zentraler Bestandteil dieser Arbeiten besteht in der chemischen Entwicklung effizienter
und praktikabler Radiomarkierungsstrategien. Haufig wird das Radionuklid Fluor-18
eingesetzt, da es in einem Zyklotron schnell und kostengiinstig hergestellt werden kann und
fur die Bildgebung hervorragende physikalische Eigenschaften besitzt.? Ein breites Spektrum
an direkten und indirekten Markierungsmethoden unter Benutzung von prosthetischen

Gruppen steht zur Verfligung und hat in zahlreichen Beispielen Anwendung in reprasentativen
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oder klinisch relevanten PET Tracern gefunden.>* Neue Verfahren sind trotzdem notwendig,
um in schneller und vereinfachter Weise Zugang zu neuen Strukturen unter milderen
Bedingungen zu erhalten. Neben Fluor-18 (Halbwertszeit 109.8 min) und anderen haufig
eingesetzten PET-Radionukliden mit kurzer Halbwertszeit wie Kohlenstoff-11 (20.4 min) und
Gallium-68 (67.7 min) bieten langlebige PET-Radionuklide wie Kupfer-64 (12.7 h) auch die
Moglichkeit der Bildgebung an spaten Zeitpunkten und somit die Moglichkeit, langsame
Stoffwechselprozesse abzubilden. Die Herstellungsverfahren fiir langlebige PET-Nuklide sind
jedoch komplex und wenig standardisiert und missen daher vor Ort etabliert werden, um die

Verfigbarkeit der Nuklide jeder Zeit gewahrleisten zu kénnen.

Neben Fragen der chemischen Synthese bilden die pharmazeutische Entwicklung und
Evaluierung potentieller PET-Tracer einen wichtigen Schwerpunkt. Fir die Visualisierung von
Tumoren spielen spezifische Peptid-Liganden eine herausragende Rolle und gehéren
inzwischen zum Standardrepertoire in der klinischen Routinediagnostik mittels PET, da sie sich
durch hohe Bindungsaffinitdten zum jeweiligen Rezeptor und gute Tumorpenetration
auszeichnen.> Zudem lésen sie in der Regel keine Immunantwort aus und weisen eine
vergleichsweise kurze Blutzirkulation auf, da sie schnell ausgeschieden und aus gesundem
Gewebe eliminiert werden. Damit sich die radiomarkierten Peptide selektiv im Tumor
anreichern, missen in der Regel deren pharmakokinetische Eigenschaften optimiert werden.
Daflir werden die Peptide schrittweise modifiziert, und dann durch erneute pharmazeutische
Testung bewertet. Die Herstellung und Strukturoptimierung zur Verbesserung der
Pharmakokinetik sowie die Einflihrung von Strukturmotiven fir die Radiomarkierung ist eine
zentrale Aufgabe bei der Entwicklung von Peptiden als Biovektoren fiir die Bildgebung mittels

PET.

Zuletzt ist die Translation forschungsbasierter Tracer in die Klinik grundlegende Voraussetzung
far die klinische Anwendung. Dabei miissen Vorgaben des Arzneibuchs sowie der GMP-
Richtlinien bericksichtigt und bestméglich umgesetzt werden, um eine gleichbleibende
Qualitat der hergestellten Produkte und damit die Sicherheit der Patienten, sowie eine hohe
Zuverldssigkeit der Verfahren garantieren zu kénnen. In diesem Zusammenhang kommt der
Automatisation der Radiopharmaka-Herstellung fiir die klinische Patientenversorgung eine
besondere Bedeutung zu. Die Umsetzung von Radiosynthesen auf automatisierte

Synthesemodule ist daher ein zentraler Aspekt radiopharmazeutischer Entwicklung. Dabei
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kann die Entwicklung neuer Konzepte fiir die automatisierte Herstellung von Tracern einen
Beitrag leisten, um zukiinftigen Anforderungen einer patientenindividualisierten Versorgung

gerecht zu werden.

In den folgenden Kapiteln werden die im Rahmen der Habilitationsleistung bearbeiteten

Fragestellungen im Detail erldutert und die Bedeutung fiir das Fachgebiet diskutiert.

A. Silizium-Fluor-Akzeptoren (SiFAs)

Eine hohe radiochemische Ausbeute, hohe spezifische Aktivitaten, hohe Effizienz und
zuverldssige Methodik sind entscheidende Parameter flr erfolgreiche
Radiomarkierungsstrategien, die aber in vielen Fallen nur unzureichend sind. 8F-markierte
Tracer sind haufig durch nukleophile Substitution an aliphatischen oder aromatischen
Molekilstrukturen zuganglich. Daflr sind jedoch in der Regel erhéhte Temperaturen, lange
Reaktionszeiten und multiple Syntheseschritte notwendig. Neben der chemischen Abspaltung
von Schutzgruppen an basensensitiven Funktionalitdten ist meist auch eine Aufreinigung
mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) erforderlich. Solche
arbeitsintensiven Prozesse sind aufwendig und stellen eine hohe Anforderung an
Laborausristung und gehen aufgrund der langen Synthesedauer zu Lasten der
radiochemischen Ausbeute und spezifischen Aktivitat des hergestellten Tracers. Alternative

Methoden sind notwendig, die den konventionellen Techniken Giberlegen sind.

Die Silizium-Fluor-Akzeptoren (SiFAs) sind eine wertvolle Alternative zu den konventionellen
Radiomarkierungsstrategien und haben zu deutlichen Verbesserungen im Herstellprozess
gefiihrt.6® Sie beruhen auf einer Isotopenaustauschreaktion, deren Bedingungen fir die
Markierung sehr mild sind. Die Markierung lduft in der Regel bereits bei Raumtemperatur und
in leicht saurem Medium ab und verhindert so die Bildung von Nebenprodukten, so dass eine
Kartuschen-basierte Aufreinigung des markierten Produktes meist ausreicht. Wasserfreie
Reaktionsbedingungen werden durch eine Kartuschen-basierte Trocknung von Fluorid-18
erreicht.> 10 Sie ersetzt die sonst {ibliche zeitintensive azeotrope Trocknung. Reaktionszeiten
sind Ublicherweise sehr kurz. Damit wird die Gesamt-Synthesedauer deutlich reduziert. Zwar
gehen Isotopenaustauschreaktionen oft mit niedrigen spezifischen Aktivitaten einher, da

Edukt nicht vom radiomarkierten Produkt abgetrennt werden kann. Jedoch ist es méglich, die
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bendtigte Menge an Markierungsvorlaufer so weit zu reduzieren, dass trotz dieser

Einschrankung eine ausreichend hohe spezifische Aktivitdat gewédhrleistet ist.

Die physikalisch-chemische und biologische Evaluierung von SiFA-gekoppelten Radiotracern
in vitro und im Tiermodell hat gezeigt, dass die hohe Lipophilie der Verbindungen zu einer
ungunstigen Bioverteilung fihren kann.!! Dies zeigte sich vor allem in niedriger
Tumoranreicherung, hepatobilidarer Ausscheidung und hohem Hintergrundsignal als Folge von
unspezifischer Bindung. Ein verstarkter Fokus lag daher auf der Strukturoptimierung SiFA-
gekoppelter Radiotracer. Die Arbeiten wurden an Hand von Bombesin-Analoga, Liganden des
Gastrin-releasing-peptide (GRP)-Rezeptors, und RGD-Derivaten (Ein-Buchstaben-Code fiir
Arginin-Glycin-Asparaginsaure), die an o.Ps-Integrine binden, durchgefiihrt. GRP-Rezeptoren
sind auf Tumorgeweben wie Prostata-, Brust-, Ovarial-, Lungen-, und Magen-Darmkarzinomen
Uberexprimiert und eignen sich daher als Target fiir die Visualisierung von Tumoren 213
Integrine hingegen sind Zelladhdsionsrezeptoren in sich neu bildenden Blutgefdllen

wachsender Tumore. Die Bildgebung von Integrinen mit radiomarkierten RGD-Derivaten stellt

daher die Angiogenese als MaR fuir Tumorwachstum und Metastasierung dar.*415

In einer Arbeit von Niedermoser et al. konnte die Optimierung der Pharmakokinetik an Hand
von [*8F]SIiTATE gezeigt werden, einem SiFA-gekoppelten Octreotid-Derivat zur Bildgebung
neuroendokriner Tumoren (NET).'® NETs gehéren zu einer heterogenen Gruppe von
Neoplasmen ausgehend von neuroendokrinen Zellen des Verdauungstrakts, der
Bauchspeicheldriise, sowie der Lunge. Sie sind charakterisiert durch eine Uberexpression von
Somatostatin (sst)-Rezeptoren auf der Zelloberflache, die durch sst-spezifische Radioliganden
adressiert werden kénnen und daher fir diagnostische und therapeutische Mallnahmen in
der Nuklearmedizin eingesetzt werden.” Positronen-Emissions-Tomographie/Computer
Tomographie (PET/CT) mit den radiomarkierten sst-Analoga [®®Ga]Ga-DOTA-TATE and
[®8Ga]Ga-DOTA-TOC ist derzeit der klinische Standard in der Diagnostik von NETs, da sie eine
hohe Affinitdt zum sst-Rezeptor und eine hohe Stabilitit in vivo besitzen.'® Gallium-68 kann
durch Elution von %8Ge/%8Ga-Generatoren gewonnen werden und l4sst sich leicht und effizient
durch Komplexierung mit DOTA (1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsdure) an
den Peptidliganden koppeln. Die einfache Markierungschemie hat zur Entwicklung von
sogenannten Markierungsbestecken (Kits) gefiihrt, die den synthetischen Aufwand

minimieren und Nuklearmediziner dazu befdhigt, unabhdngig von zentralen klinischen
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Einrichtungen und ohne komplexe Ausstattung wie Zyklotron und Reinraum zu praktizieren.
Allerdings ist die Verfiigbarkeit von FDA- oder EMA-zugelassenen %8Ga/%8Ge-Generatoren in
den letzten Jahren stark eingeschrankt, und stark steigende Preise fir entsprechende
Generatoren treiben die Kosten der Patientenversorgung in die Héhe.'® Zudem limitieren die
relative kurze Halbwertszeit von Gallium-68 (67.7 Minuten) und die niedrige aus Generatoren
verflgbare Aktivitatsmenge die Anwendbarkeit in der Klinik. Zwar gibt es inzwischen erste
Veroffentlichungen, gréRere Mengen an Gallium-68 am Zyklotron herzustellen.?%-23 Diese
Methoden sind jedoch noch in einer frihen Entwicklungsphase und missen sich zukinftig in
der klinischen Routine erst bewédhren. Fluor-18 hingegen ist das bevorzugte Radionuklid fir
PET, da es gegeniliber Gallium-68 einige Vorteile hat. Die langere Halbwertszeit
(109.8 Minuten) erleichtert die Logistik und das Patientenmanagement erheblich. Zudem
ermoglicht die niedrige Positronenenergie (635 keV vs. 1.92 MeV fir Gallium-68) eine hohe
Auflésung der PET-Bilder. Die Herstellung von Fluorid-18 am Zyklotron ist im Gegensatz zu
Gallium-68 schon seit Langem etabliert und kann kosteneffizient und bedarfsgerecht erfolgen.
Wegen seiner einfachen Markierungschemie, der logistischen und 6konomischen Vorteile und
der hervorragenden Bildgebungseigenschaften besitzt [*8F]SiTATE groRes Potential fiir die
Diagnostik von NETSs. Ziel dieser Arbeit war daher die Translation von [‘8F]SiTATE in die Klinik,
einschlielRlich der Etablierung einer vollautomatisierten Synthese sowie der ersten klinischen

Anwendung des Tracers am Patienten.

B. Automatisation von Radiosynthesen

Eine regelmaRige klinische Anwendung eines PET-Tracers am Patienten macht aus
strahlenschutzrechtlichen sowie qualitdtsrelevanten Gesichtspunkten die Automatisierung
des Herstellungsprozesses erforderlich. Auf der einen Seite wird das Produktionsteam vor
Strahlenexposition geschitzt. Auf der anderen Seite kdnnen so die gegenwartigen GMP-
Standards und dadurch eine gleichbleibende Qualitat der Produkte gewahrleistet werden. Der
Einsatz von modernen Syntheseplattformen fir die automatisierte Herstellung von

Radiopharmaka ist daher essentiell.

Bisherige Syntheseapparaturen waren haufig Kapillar-basierte Systeme, die eine
konventionelle  serielle  Ventilanordnung mit  Verbindungsleitungen fir den

FlUssigkeitstransport nutzen. Um Kreuzkontaminationen in aufeinanderfolgenden Synthesen
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zu vermeiden, sind validierte Reinigungsprozeduren notwendig. Aus diesem Grund haben sich
in jingster Zeit Kassetten-basierte Synthesemodule durchgesetzt. Sdmtliche Reaktionsschritte
sind auf Einweg-Kassetten integriert, die durch externe Aktuatoren gesteuert werden. Die
Kassetten konnen nach Gebrauch entsorgt werden. Auf diese Weise wird verhindert, dass die
Syntheseeinheit in Kontakt mit pharmazeutischen Inhaltsstoffen gelangen kann. Trotz der
limitierten Flexibilitdt dieser Systeme konnten bereits komplexe mehrstufige Protokolle wie
die Synthese von ['8F]F-DOPA via nukleophile Substitution realisiert werden.?* Daher sind
solche Module inzwischen weit verbreitet und in den meisten Kliniken verfiigbar. Eine haufig
genutzte Platform ist das GRP™ (good radiopharmaceutical practice)-Modul der Firma
Scintomics. Es hat sich bereits in der klinischen Routine fir die Herstellung von [*8F]F-rhPSMA,
einem SiFA-konjugierten Tracer zur Diagnostik von Prostatatumoren, bewihrt.?> Ziel dieser
Arbeit war, unter Verwendung des GRP™-Moduls einen automatisierten Herstellprozess fur
['8F]SITATE zu entwickeln. Dariiber hinaus wurde besonderes Augenmerk auf die Einhaltung
der Spezifikationen und Freigabekriterien der Qualitdtskontrolle gelegt, um die Vorgaben des

Europdischen Arzneibuchs zu erfiillen.

Kassetten-basierte Systeme sind in der Lage, grofSe Chargen eines einzelnen Radiotracers mit
hoher Radioaktivitdtskonzentration fiir die klinische Routinediagnostik herzustellen.
Andererseits wird es zukUlnftig im Rahmen einer patientenindividualisierten Diagnostik immer
wichtiger werden, einzelne Patientendosen vieler verschiedener Radiotracer fiir
unterschiedliche Anwendungen bereitzustellen. Neue Entwicklungen konzentrieren sich
daher auf deutlich flexiblere Plattformen, die neben grofen Chargen auch kleine
Einzelpatientendosen herstellen kénnen und fiir den Einsatz verschiedener Radionuklide
kompatibel sind. Dies geht einher mit einer Miniaturisierung aller Komponenten, so dass
kleinere und kompaktere Synthesemodule entstehen, die einen deutlich reduzierten
apparativen und infrastrukturellen Aufwand erfordern und damit die Produktionskosten
senken. Ein vielversprechender Ansatz ist die Entwicklung von ,Lab-on-chip“-Systemen wie
die von GE Healthcare entwickelte Platform namens ISAR.26?7 Der gesamte
Produktionsprozess wird auf einem Einweg-Chip integriert. Er enthalt samtliche funktionelle
Komponenten wie kapillarbasierte Flissigkeitspfade, on-chip Reaktoren und on-chip Ventile,
die sich individuell steuern und frei miteinander kombinieren lassen und im Gegensatz zu

konventionellen Syntheseplattformen mit serieller Anordnung der Ventile auch parallel
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durchgefiihrte Reaktionsschritte zulassen. Alle funktionellen Elemente sind in eine Hardware-
Peripherie integriert, die Uber eine eigens entwickelte Software gesteuert wird und damit
einen vollautomatisierten Ablauf von Radiosynthesen erlaubt. Im Zuge der Implementierung
der Radiosynthese von [*8F]FDG (Fluordesoxyglukose) on-chip wurden methodische Arbeiten

der Kartuschen-basierten Trocknung (siehe nadchstes Kapitel) mit Hilfe von ISAR realisiert.

C. Methoden zur Trocknung von Fluorid-18 fiir Radiomarkierungen

Wegen der Kurzlebigkeit der meisten klinisch relevanten Radionuklide fir PET ist eine
zeitsparende Herstellung der Tracer anzustreben. Gerade Radiomarkierungen mit Fluor-18
sind besonders zeitintensiv, da das Radionuklid zundchst durch Phasentransfer in eine
wasserfreie Umgebung Uberfliihrt werden muss, bevor es (iber eine aliphatische oder
aromatische nukleophile Substitution mit einem Markierungsvorldufer zur Reaktion gebracht
werden kann. Fluorid-18 entsteht durch Protonenbeschuss von ¥0-angereichertem Wasser.
In wassriger Umgebung ist das Fluorid-18-lon vollstdndig hydratisiert und auf Grund der
geringen Nukleophilie unreaktiv. Fluorid-18 wird daher in der Regel azeotrop getrocknet und
anschliefend Kryptand-vermittelt oder unter Verwendung eines Phasentransferkatalysators
in einem organischen Medium gel6st.?® Wahrend dieses langwierigen Prozesses geht ein
wesentlicher Anteil der Aktivitat bereits durch natlirlichen radioaktiven Zerfall, sowie

unspezifische Adsorption von Fluorid-18 an der Reaktoroberfldache verloren.

Viele Forschungsarbeiten zielen auf die Entwicklung neuer Strategien und Methoden ab, um
kiirzere Synthesezeiten zu erreichen und die chemische Komplexitdt solcher Verfahren zu
verringern. Als vielversprechende Alternative der Fluor-18-Aktivierung hat sich dabei die
Kartuschen-basierte Trocknung erwiesen, bei der Fluorid-18 lediglich mittels einer stationdren
Phase vom Wasser abgetrennt und anschlieRend in einem organischen Medium gel6st wird.
Dadurch werden azeotrope Trocknungsschritte umgangen. Bisher wurden mit quartaren
Ammoniumsalzen modifizierte?® und konditionierte Festphasen3®3! oder starke
Phosphazenbasen3? verwendet. Neuere Arbeiten zeigen, dass sich ein Phasentransfer auf
fester Phase auch mittels Onium-Vorlauferverbindungen333* und mit an der Festphase
adsorbierten Phosphonium Boranen erreichen lsst.3> Bereits bei der SiFA-Technologie wurde
eine 3hnliche Methodik mit konventionellen Kryptanden verwendet.®>!° Im Rahmen der

Automatisierung von ['®F]FDG auf der Lab-on-Chip Platform ISAR wurden methodische
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Arbeiten zur Kartuschen-basierten Trocknung durchgefiihrt, um die Herstellung von ['8F]FDG

weiter zu vereinfachen und zu beschleunigen.

D. Das Konzept der Multimerisierung von Peptid-Rezeptorliganden

Der Bedarf an neuen radiomarkierten Peptid-Rezeptorliganden mit verbesserter Bioverteilung
ist hoch, so dass neue Strategien zur Optimierung der Pharmakokinetik entwickelt und
evaluiert werden missen. Viele Peptide zeigen in der praklinischen Evaluierung eine
eingeschrankte Stabilitdt, was eine kurze biologische Halbwertszeit und eine schnelle
Ausscheidung nach sich zieht und zwangslaufig zu einem hohen Hintergrundsignal und
niedriger Tumoranreicherung fiihrt. Eine Verbesserung hinsichtlich der Stabilitdt und
Pharmakokinetik kann durch Multimerisierung erreicht werden, indem mehrere Kopien ein
und desselben Peptids kovalent miteinander verknipft werden. Es kann davon ausgegangen
werden, dass die gleichzeitige Bindung beider Liganden an das jeweilige Target und die hohere
lokale Konzentration des Liganden in direkter Umgebung des Rezeptors zu einer Erhéhung der
Aviditat fihren. Im Falle der Dissoziation einer der beiden Liganden ist die Wahrscheinlichkeit
einer wiederholten Riick-Bindung grof3, da der Ligand durch die Bindung des zweiten Liganden
in unmittelbarer Nahe zum Target gehalten wird. Positive Effekte konnten bereits durch
Multimerisierung von RGD-Peptiden gezeigt werden.3638 Ziel der vorliegenden Arbeit war die

Synthese und in vivo-Evaluierung multimerer GRP-Rezeptorliganden.

Neuere Forschungsarbeiten haben gezeigt, dass Tumore mehrere Rezeptortypen gleichzeitig
exprimieren und somit ein heterogenes Expressionsprofil oder eine im Verlauf der
Tumorerkrankung verinderte Rezeptordichteverteilung aufweisen kdnnen.”-3%41 Monomere
kénnen lediglich einen Rezeptor adressieren und kénnen daher nur diejenigen Ldsionen
detektieren, die auch diesen Rezeptor exprimieren. Dementsprechend kénnen Tumoren oder
Metastasen unter konventionellen Bedingungen haufig nicht erfolgreich detektiert werden,
so dass eine effiziente und vollstdandige Lokalisation von malignem Gewebe nicht moglich ist.
Die Kombination mehrerer spezifisch bindender, rezeptoraffiner Peptide zu neuen kovalent
verbundenen hetero-multivalenten Radiokonjugaten, die potentiell mehrere Rezeptoren
synergistisch adressieren kénnen, konnten daher gegeniiber herkdmmlichen monomeren
Peptiden erhebliche Vorteile haben. Neben den bereits erwahnten Vorteilen der

Multimerisierung konnten mit hetero-multivalenten Verbindungen aufgrund der rein
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statistisch erhdhten Zahl an zugdnglichen Rezeptoren mit hoherer Wahrscheinlichkeit auch
Tumorzellen mit heterogener Rezeptorexpression detektiert und so die Sensitivitat der
Tumordetektion sowie die Retention im Tumor erhéht werden. Mit der Entwicklung neuer
multimerer Peptid-Rezeptorliganden kann daher die Visualisierung von Tumoren potentiell
verbessert werden. Beispielhaft wurde dieser Ansatz an heterobivalenten Peptiden bestehend
aus GRP-Rezeptor-adressierenden Bombesin-Analoga und VPACi-Rezeptor bindenden
Liganden untersucht. Beide Rezeptortypen werden gleichzeitig oder komplementar auf

Prostata-, Brust- und Magen-Darmkarzinomen exprimiert.2-4>

E. Produktion von PET-Radionukliden

Fir medizinische Zwecke nutzbare Positronen-Emitter werden in der Regel aus Generatoren
gewonnen oder kdnnen in Beschleunigern erzeugt werden. Das meistverwendete Radionuklid
ist Fluor-18 (Halbwertszeit 109.8 min). Es entsteht durch Protonenbeschuss von *20-
angereichertem Wasser in einem Zyklotron und bietet wegen der geringen Positronenenergie
eine bestmogliche Auflésung. Daneben ist die Herstellung von Kohlenstoff-11 (20.4 min)
moglich, das durch Beschuss von Stickstoff-14 mit beschleunigten Protonen gebildet wird.
Eines der wichtigsten Generatornuklide ist Gallium-68 (67.7 min). Aufgrund der guten
Verfligbarkeit und einfachen Handhabung der Generatoren wird es in der Klinik sehr haufig
eingesetzt. Die meisten medizinisch eingesetzten Positronen-Strahler haben eine kurze
Halbwertszeit. Viele klinisch relevante Stoffwechselprozesse kénnen mit kurzlebigen Nukliden
ausreichend gut dargestellt werden. Zudem wird die Strahlenbelastung der Patienten dabei
reduziert; allerdings stellen sich durch den schnellen radioaktiven Zerfall erhohte

Anforderungen an Herstellung, Qualitatskontrolle und Logistik im Patientenmanagement.

Langsame Stoffwechselvorgédnge hingegen kdnnen nicht mit kurzlebigen Nukliden abgebildet
werden, da der radioaktive Zerfall schneller ist als die Anreicherung des Tracers. Gerade
groRere Biovektoren wie Antikorper und deren Fragmente weisen eine lange Blutzirkulation
auf, bevor sie am Target anreichern. Um der erhohten biologischen Halbwertszeit Rechnung
zu tragen, werden PET-Radionuklide mit langer physikalischer Halbwertszeit bendtigt. Die
Herstellung und bedarfsgerechte Bereitstellung langlebiger PET-Isotope ist daher von
besonderem Interesse. Kupfer-64 mit einer Halbwertszeit von 12.7 h ist ein hochinteressantes

PET-Nuklid, zumal mit einer Positronen-Energie von nur 653 keV eine gute Auflésung zu
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erwarten ist. Darliber hinaus weist ®*Cu auch einen -Zerfall (39% Wahrscheinlichkeit) auf,
der potentiell auch fir therapeutische Zwecke ausgenutzt werden kann. Die Produktion von
Kupfer-64 erfolgt am Zyklotron. Die bekannten Verfahren sind jedoch meist semi-
automatische, an die jeweiligen Hersteller und ihre instrumentellen Voraussetzungen
individuell angepasste Verfahren.>0 Ziel war es daher, eine vollautomatische Routine zu
entwickeln, mit der die Produktion von Kupfer-64 in ausreichender Reinheit und hoher
spezifischer Aktivitat moglich ist, zudem keine manuelle Intervention bendtigt und damit

bestmdoglichen Strahlenschutz fiir den Operator gewadhrleistet.
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1. Wissenschaftliche Arbeiten

Vor dem Hintergrund der vorangestellten Themenschwerpunkte werden im Folgenden die

Ergebnisse der einzelnen Arbeiten zusammengefasst.

A. Strukturoptimierung von ['8F]SiFA-gekoppelten Bombesin- und RGD-Derivaten

Die SiFA-Technologie stellt eine Moglichkeit der Radiomarkierung unter duRerst moderaten
Reaktionsbedingungen dar. Sie bietet sich daher fiir Molekiile an, die unter den haufig zu
aggressiven Bedingungen konventioneller Methoden instabil sind. So lassen sich Peptide, die
bisher nur unter Zuhilfenahme von prosthetischen Gruppen markiert werden konnten, direkt
und in nur einem Schritt markieren. Allerdings ist zu berticksichtigen, dass durch den
unpolaren Charakter des SiFA-Strukturmotivs ein signifikanter Beitrag zur Gesamt-Lipophilie
des Radiotracers beigesteuert wird, und sich die in vivo Eigenschaften des Tracers stark andern
konnen. Ziel dieser Arbeit war es, an Hand von Bombesin-Derivaten, Liganden des Gastrin-
Releasing-Peptide (GRP)-Rezeptors, und RGD-Peptiden als Liganden von o3 Integrinen zu
untersuchen, ob der Beitrag zur Lipophilie mittels Strukturmodifikationen kompensiert, und
dadurch die Bioverteilung der untersuchten Peptide in vivo beeinflusst werden kann. Die
Peptide wurden mittels Festphasenpeptidsynthese hergestellt. Dabei wurden zusatzliche
polare Aminosduren auf Basis von Glukose, Laktose, Sulfon- und Carboxylgruppen sowie
guartdaren Ammoniumsalzen zwischen den SiFA-Baustein und das Rezeptor-bindende Peptid

eingeflgt.

Alle Peptide wurden hinsichtlich ihrer Lipophilie, der Stabilitdt und ihrer Bindungsaffinitat zum
jeweiligen Rezeptor in vitro charakterisiert. Gegenliber den unmodifizierten Peptiden konnte
durch die Einfiihrung zusatzlicher polarer Strukturen der Verteilungskoeffizient logD als Mal}
fir die Lipophilie deutlich reduziert werden. Die Bombesin-Analoga zeigten auf PC3-Zellen
eine Bindungsaffinitdt zum GRP-Rezeptor im nanomolaren Bereich, wahrend RGD-Derivate
auf U87MG-Zellen nur eine moderate mikromolare Affinitat zu owf33 Integrinen aufwiesen. Im

humanen Plasma waren samtliche Peptide stabil.

Das in vivo Verhalten der Peptide wurde mittels Biodistribution und Kleintier-PET in
tumortragenden Maéusen evaluiert. Die Bombesin-Derivate zeigten trotz verbesserter

Lipophilie nur einen niedrigen Uptake in PC3-Tumoren und wurden hepatobilidr eliminiert.
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Unter den modifizierten RGD-Derivaten wies insbesondere 8F-SiFA-LysMes-y-carboxy-p-Glu-
RGD, ein aus der Kombination eines quartdren Lysin-Analogons und einer y-carboxy-b-
Glutaminsdure zusammengesetztes Derivat, gegeniiber dem unmodifizierten Peptid eine
hohe Anreicherung in U87MG-Tumoren auf und wurde renal eliminiert. Blockade-
Experimente zeigten die Spezifitat der Anreicherung im Tumor. Biodistributionsversuche mit
18E_SiFA-LysMes-y-carboxy-D-Glu-RGD in tumortragenden Mdausen zeigten allerdings einen
schnellen Wash-out des Tracers aus dem Tumor, da der Tracer in vivo rasch metabolisiert und

renal ausgeschieden wurde.

Die Ergebnisse bestatigen insgesamt das Konzept, dass die Lipophilie der SiFA-Struktur durch
die EinfUhrung polarer Strukturmotive kompensiert und dadurch eine deutliche Verbesserung

der Bioverteilung erreicht werden kann.

S. Lindner, C. Michler, S. Leidner, C. Rensch, C. Wangler, R. Schirrmacher, P. Bartenstein and
B. Wangler, Synthesis and in Vitro and in Vivo Evaluation of SiFA-Tagged Bombesin and RGD
Peptides as Tumor Imaging Probes for Positron Emission Tomography. Bioconjugate Chem.,
2014, 25(4), 738-749.
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B. Optimierung der Radiomarkierung von [*8F]SiTATE

In der Entwicklung des ®F-markierten Octreotid-Analogons [*8F]SiTATE wurde eine dhnliche
Strategie verfolgt, um die Bioverteilung des neuen SiFA-gekoppelten Tracers zu optimieren.
Dabei haben der Austausch des SiFA-Motifs mit SiFAlin, einem quartaren Ammonium-
Analogon des SiFAs, sowie die Einfihrung eines polaren Asn(AcNH-A-Glc)-(Asp).-PEG-
Strukturmotivs zu einer immensen Verbesserung der Pharmakokinetik im Tiermodell

gefuihrt.1®

Um die Translation des Tracers in die Klinik zu ermoéglichen, wurde die Radiomarkierung so
optimiert, dass samtliche qualitdtsrelevanten Parameter der Endproduktlosung den lokalen
Spezifikationen basierend auf den Empfehlungen der Pharm. Eur. entsprachen. Im Einzelnen
wurden die radiochemische Reinheit und chemische Identitdat mittels HPLC, sowie mogliche
Losungsmittelriickstande mittels GC gepriift. Weiterhin wurden pH-Wert elektronisch mittels
einer kalibrierten Glaselektrode, die Identitat des Radionuklids tber die Verifizierung der
Halbwertszeit in einem Aktivimeter und der Gehalt des Kryptanden Kryptofix® mittels eines
kolorimetrischen Tuipfeltests bestimmt. Die Radionuklid-Reinheit wurde durch -
Spektrometrie Gberprift, und der Gehalt an Endotoxinen tiber einen kolorimetrischen LAL-
Test verifiziert. Das radiomarkierte Produkt wurde in einer radiochemischen Ausbeute von
42+3% (d.c.) und einer spezifischen Aktivitait von 60+7 GBg/umol erhalten. Die

radiochemische Reinheit war > 97%.

Es wurde ein umfassendes Protokoll entworfen, welches samtliche Aspekte der Synthese des
Markierungsvorlaufers, des Peptids und der manuellen Radiomarkierung sowie der

anschlieRenden Qualitatskontrolle zusammenfasst.

S. Lindner*, C. Wangler*, J.)J. Bailey, K. Jurkschat, P. Bartenstein, B. Wangler and R.
Schirrmacher, Radiosynthesis of [*8F]SiFAlin TATE ([*8F]SIiTATE) for clinical Positron Emission
Tomography imaging of patients with neuroendocrine tumors. Nat. Protoc., 2020, accepted
for publication, Sep 08, 2020. *geteilte Erstautorenschaft
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C. Translation von [*8F]SiTATE in die Klinik und first-in-human Anwendung

Ziel dieser Arbeit war die erstmalige klinische Anwendung und Evaluation von [*8F]SIiTATE in
Patienten mit neuroendokrinen Tumoren im direkten Vergleich mit dem klinischen
Referenzstandard [#8Ga]Ga-DOTA-TOC mittels PET/CT. Dabei wurde die Biodistribution der
Tracer in den Organen und die Tumoraufnahme durch Bestimmung der jeweiligen SUVmean
und SUVmax Werte, sowie der tumor-to-liver und tumor-to-spleen Verhaltnisse miteinander

verglichen.

Die Analyse zeigte insgesamt vergleichbare Biodistributionsdaten beider Tracer in den
meisten untersuchten gesunden Geweben. Statistisch signifikant héhere SUVmax Werte fir
[*8F]SiTATE wurden lediglich in Nieren, Myokard, Muskel und Knochen, und zusatzlich
signifikant hohere SUVmean Werte in der Lunge gefunden. Die maximale Tumoraufnahme
(SUVmax) von [*8F]SIiTATE war jedoch in fast allen Tumorlisionen signifikant héher (SUVmax 18.8
+ 8.4 vs. 12.8 £ 5.6; p < 0.001) mit Ausnahme der Lasionen der Lunge, wobei sich auch hier
eine Tendenz zu hoheren Werten zeigte (22.1 + 26.8 vs. 15.1 + 18.3, p = 0.5). Auch die SUVmean
Werte von ['8F]SiTATE waren Uberwiegend signifikant hoher mit Ausnahme der subkutanen,
Pleura-, Lungen- und Ovarialmetastasen. In einer weiteren Auswertung der Daten wurden
maxT LR (tumor-to-liver ratio), meanTLR, sowie maxTSR (tumor-to-spleen ratio) und meanTSR-Werte
berechnet und in box plots dargestellt. Signifikant hdhere maxTLR-Werte von ['8F]SiTATE
wurden fiir Tumore des Myokards (2.3 +0.3vs. 1.5+0.2, p<0.02) sowie signifikant niedrigere
Werte fir Lymphknotenmetastasen gefunden (4.6 £ 2.9 vs. 6.0 £ 4.5, p < 0.01), wahrend die
meanT LR-Werte nur flir Metastasen des Myokards signifikant hoher waren. Im Vergleich zu
[¢8Ga]Ga-DOTA-TOC waren maxTSR Werte von [8F]SITATE fiur Metastasen des Myokards und
fir Ovarialtumore, meanTSR Werte fir Tumore des Myokards, der Knochen, Leber,

Lymphknoten und fiir subkutane und peritoneale Lasionen signifikant hoher.

Die Bildqualitat wurde in einer Blindstudie mit insgesamt 13 Patienten von fiinf Auswertern
Uberwiegend als exzellent eingestuft. In der Halfte der Falle wurde allerdings keine der beiden
Methoden bevorzugt. Die Quantifizierung der Ubereinstimmung durch Intraklassen-

Korrelation war nahezu perfekt.

Insgesamt zeigte [*8F]SIiTATE im Vergleich zu [®®Ga]Ga-DOTA-TOC eine héhere Anreicherung

im Tumor bei vergleichbarer Biodistribution in gesundem Gewebe. Daraus resultiert ein
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vorteilhaftes Signalverhaltnis von Tumor zu normalem Gewebe. Die klinischen Ergebnisse,
sowie logistische und Okonomische Vorteile unterstreichen das grofle Potential von

[*8F]SIiTATE fiir die PET/CT Bildgebung von NETSs.

H. llhan*, S. Lindner*, A. Todica, C.C. Cyran, R. Tiling, C.J. Auernhammer, C. Spitzweg, S. Boeck,
M. Unterrainer, F.J. Gildehaus, G. Boning, K. Jurkschat, C. Wangler, B. Wangler, R.
Schirrmacher and P. Bartenstein, Biodistribution and first clinical results of 18F-SiFAlin-TATE
PET: a novel '8F-labeled somatostatin analog for imaging of neuroendocrine tumors. Eur. J.
Nucl. Med. Mol. Imaging, 2020, 47(4), 870-880. *geteilte Erstautorenschaft
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D. Automatisation von ['8F]SiTATE auf der Scintomics GRP™ Platform

Die hervorragenden in vivo Eigenschaften von ['8F]SiTATE fiir die Bildgebung von NETs mittels
PET/CT rechtfertigen dessen routinemaRigen Einsatz in der Klinik. Um die Qualitatsstandards
bei der Herstellung von Radiopharmaka einzuhalten, und das Produktionsteam vor zu hoher
Strahlenexposition zu schitzen, wurde die Synthese auf einem Scintomics GRP™ 2V Modul
automatisiert. Die Konfiguration der beiden Ventilbdnke, zusammen mit der Detektoreinheit,
der Spritzenpumpe und dem Reaktor, der vollstindige Aufbau sowie die Durchfiihrung
wurden umfassend beschrieben. Die Produktion entspricht vollstdndig den gegenwartigen
GMP-Richtlinien. Ausgehend von einer Startaktivitit von 43 + 2.4 GBq [*®F]Fluorid wurde
[*8F]SITATE in 54 + 4% (n = 3) nicht-zerfallskorrigierter radiochemischer Ausbeute, einer
Reinheit > 96% und einer molaren Aktivitdt von 472 + 45 GBg/umol erhalten. Die Synthesezeit
betrug 22 Minuten. Stabilitdtsuntersuchungen der Endproduktlosung ergaben keine
signifikanten Nebenprodukte in Folge von Radiolyse oder Hydrolyse tber 12 h in Gegenwart

von Ascorbinsdure und einem finalen pH-Wert von 6.2.

Die Qualitdit des Radiotracers wurde durch umfassende Qualitdtskontrollmessungen
verifiziert. Die Spezifikationen der jeweiligen Methoden wurden dem Europdischen
Arzneibuch (Ph. Eur.) entnommen oder den lokalen Regulierungen entsprechend angepasst.

Die Ergebnisse entsprachen immer den Freigabekriterien.

Klinische ['8F]SiTATE PET/CT Untersuchungen in 6 NET Patienten zeigten die erwartet hohe
Bildqualitat und ein exzellentes Tumor-zu-Hintergrund Verhaltnis, sowie eine gleichbleibende
Qualitat tber alle Produktionslaufe hinweg. Biodistributionsdaten waren vergleichbar mit der

zuvor in Kapitel Il C beschriebenen Bioverteilung.

Die klinischen Daten bestéatigen die generelle Eignung der automatisierten Herstellmethode
fur [*8F]SITATE. Die Bereitstellung eines automatisierten Herstellprozesses ist ein wichtiger

Beitrag, um [*®F]SiTATE in der klinischen NET Diagnostik zu etablieren.

S. Lindner, M. Simmet, F.J. Gildehaus, K. Jurkschat, C. Wangler, B. Wangler, P. Bartenstein, R.
Schirrmacher and H. llhan, Automated production of [®F]SiTATE on a Scintomics GRP™
platform for PET/CT imaging of neuroendocrine tumors. Nucl. Med. Biol., 2020, 88-89, 86-95.
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E. Untersuchungen zur Kartuschen-basierten Trocknung von [*8F]Fluorid

Wie bei der SiFA-Technologie gezeigt, fiihrt die Trocknung von Fluorid-18 auf fester Phase zu
einer Vereinfachung der !®F-Radiomarkierung in deutlich reduzierter Synthesezeit. Eine
Methodik der Kartuschen-basierten Trocknung von Fluorid-18 als mogliche Alternative zur
azeotropen Trocknung sollte daher auch am Beispiel der Radiosynthese von [*¥F]FDG
entwickelt werden. Die Methodik basiert auf der Fixierung, Trocknung und Elution von

[*8F]Fluorid nur unter Verwendung einer SAX (strong anion exchange)-Kartusche.

Im Einzelnen wurde Fluorid-18 auf einer mit Karbonat-lonen beladenen Anionen-Austauscher-
Kartusche fixiert und vom Targetwasser abgetrennt. Die Trocknung erfolgte durch Spilen der
festen Phase mit trockenem Acetonitril und einem inerten Gas wie Stickstoff. Die Elution von
Fluorid-18 wurde mittels eines lyophilisierten Komplexes aus dem Kryptanden Kz, und einem
basischen Kaliumsalz in Kombination mit dem aprotischen Losungsmittel Acetonitril oder dem
protischen Losungsmittel tert-BuOH untersucht. Starke Basen wie HO™, tert-BuO~ und HPO4?>~
waren in beiden Losungsmitteln geeignet, um die Aktivitdt nahezu vollstiandig zu eluieren,
wihrend schwichere Basen wie C;042~, H2PO4~ und HCOs™ lediglich in tert-BuOH ausreichende

Elutionskraft aufwiesen.

Als entscheidender Faktor erwies sich der Wassergehalt der Elutionslosung. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Elution bei einem Wassergehalt von < 450 ppm auch mit
starken Basen nicht moglich war. Andererseits konnte die Loslichkeit des anorganischen Salzes
in organischem Medium in einigen Fallen durch die Zugabe von 1% (v/v) Wasser erhoht und
eine gute Elutionseffizienz erzielt werden. Obwohl Wasser in der Reaktionsmischung eine
effiziente Radiomarkierung in der Regel verhindert, war es trotz des erhohten Wassergehaltes
maoglich, bei der Markierung des [18F]FDG-Vorlidufers Mannosetriflat, mit Dihydrogenphosphat
in tert-BuOH eine hohe Markierungsausbeute von 83 + 8% (n = 3) zu erzielen. Die Kombination
der schwachen Base Dihydrogenphosphat mit dem protischen Ldosungsmittel tert-BuOH
ermoglichte somit eine hohe Elutionseffizienz, genauso wie eine hohe Markierungsausbeute.
So konnte [*®F]FDG mit einer gesamten Ausbeute von 60% (d.c.) und einer radiochemischen

Reinheit von 96% in nur 20 Minuten hergestellt werden.

Die Implementierung der in konventionellen *8F-Radiomarkierungen notwendigen azeotropen

Trocknung von [*®F]Fluorid auf ,Lab-on-chip“-Systemen ist aufgrund ihrer Komplexitit sehr
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aufwendig. Um die Komplexitat der Hardware zu reduzieren, wurde das neue Protokoll auf
der von GE Healthcare entwickelten Platform ISAR implementiert. Aufgrund der kleinen
Dimensionen des Mikroreaktors mussten Kartuschen und Volumina der verwendeten
Reagenzien miniaturisiert werden. Herausforderungen ergaben sich dabei vor allem durch die

hohe Viskositat der Losungen, was zu hohem Partialdruck auf dem Chip fiihrte.

S. Lindner, C. Rensch, S. Neubaur, M. Neumeier, R. Salvamoser, V. Samper and P. Bartenstein,
Azeotropic drying free [*8F]FDG synthesis and its application to a lab-on-chip platform. Chem.
Commun., 2016, 52(4), 729-732.
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F. Multimerisierung von ®3Ga-markierten GRP-Rezeptorliganden

Die Multimerisierung von Peptid-Rezeptorliganden kann zu einer Verbesserung der in vivo
Bioverteilung und Stabilitat gegeniiber den jeweiligen Monomeren fiihren. Beispielhaft wurde
dieser Ansatz an gastrin-releasing peptide (GRP)- Rezeptorliganden untersucht. PESIN ist ein
Strukturanalogon des natlirlichen  GRP-Liganden Bombesin mit  verbesserter
Pharmakokinetik.>~>2 Ziel war es, durch die Variation der Zahl an Peptideinheiten im Multimer
und der Lange zwischen einzelnen Peptidstrangen Struktur-Aktivitatsbeziehungen fir
multivalente PESIN-Konstrukte aufzustellen. Dazu wurden Monomere, Dimere, Tetramere
und Oktamere basierend auf Polyamidoamin-Dendrimeren mit unterschiedlich langen Linkern
synthetisiert. Die Verbindungen wurden mit einem Chelator funktionalisiert und mit ®8Ga
markiert. In humanem Serum wurde keine nennenswerte Dekomplexierung des Radionuklids
oder Fragmentierung der Peptide beobachtet. Bindungsstudien in vitro ergaben eine
Erhéhung der Aviditat durch Dimerisierung, aber eine Abnahme der Aviditat durch weitere
Multimerisierung zu Tetrameren und Oktameren. Des Weiteren ergaben kurze Abstinde
zwischen den Peptiden deutlich bessere Aviditdten als mit langen PEG-Ketten verbundene
Peptide. Die hochste Aviditat wurde mit dem Dimer mit maximal kurzem Abstand zwischen
den beiden Peptidstrangen erhalten. Mit 7.8 nM war sie 2.5-mal héher als die Affinitat des

Monomers.

Quantitative Auswertungen der Kleintier-PET Studien mit tumortragenden Mausen zeigten
einen doppelt so hohen Uptake des Dimers im Tumor und ein doppelt so hohes Tumor-zu-
Hintergrund-Verhaltnis im Vergleich zum Monomer. Die Blut Clearance war schneller im Falle
des Dimers, wahrend die Retention des Dimers in den Nieren etwas héher war. Die spezifische

Anreicherung des Dimers im Tumor wurde durch Blockadeexperimente bestatigt.

Die systematische Evaluation monomerer und multimerer Bombesin-Analoga gab wertvolle
Einblicke in Struktur-Wirkungsbeziehungen der untersuchten Peptide. Es konnte an Hand der
PESIN-Derivate gezeigt werden, dass Multimerisierung ein wirksames Konzept sein kann, um

eine hohere Aviditat und eine verbesserte in vivo Pharmakokinetik zu erzielen.

S. Lindner, C. Michler, B. Wangler, P. Bartenstein, G. Fischer, R. Schirrmacher and C. Wangler,
PESIN Multimerization Improves Receptor Avidities and in Vivo Tumor Targeting Properties to
GRPR-Overexpressing Tumors. Bioconjugate Chem., 2014, 25(3), 489-500.
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G. Heterodimerisierung von ®8Ga-markierten GRP- und VPAC;-Rezeptorliganden

In einer weiterfihrenden Arbeit wurde das Konzept der Multimerisierung von
monobivalenten auf heterobivalente Peptidliganden, die zwei unterschiedliche

Rezeptortypen adressieren kdnnen, erweitert.

Dabei wurden durch Kombination des GRP-Rezeptorliganden PESIN und des vasoactive
intestinal peptide receptor subtype 1 (VPAC1)-Rezeptor bindenden Peptids PACAP-27 neue
Heterodimere synthetisiert und mit ®Ga markiert. Ziel dieser Studie war wiederum, die
Heterodimere mit unterschiedlichem Abstand zwischen den Peptiden (PEGo, PEG1, PEG3) und
unterschiedlicher sterischer Rigiditdat (4-amino-1-carboxymethyl-piperidine ACMP, ACMP;)
hinsichtlich ihrer Aufnahme in verschiedenen Prostatakarzinom-Zelllinien (PC-3, DU-145 und
VCaP) zu vergleichen. Insbesondere die Frage, ob beide Rezeptorliganden in der Lage sind,
ihre jeweiligen Rezeptoren zu adressieren, war angesichts der GroRRe der VPAC;:-Rezeptor
bindenden Peptide ein zentraler Aspekt der Untersuchungen. Alle Peptide zeigten eine gute
Stabilitat in Formulierungspuffer und Zellkulturmedium. In humanem Serum zeigten vor allem
die Heterodimere ohne und mit PEGs-Linker eine deutlich erhohte Stabilitat gegenliber den

jeweiligen Monomeren.

Bindungsstudien mittels eines kompetitiven Verdrangungsexperiments mit PC3-Zellen zeigten
eine vergleichbare Aufnahme der Heterodimere mit dem PESIN-Monomer, aber eine
minimale Aufnahme des PACAP-27-Monomers. Es ist daher davon auszugehen, dass die
Heterodimere ausschlieflich (iber den GRP-Rezeptor aufgenommen wurden, ohne dass die
Rezeptor-Ligand-Bindung durch den wesentlich gréBeren VPAC:-Liganden behindert wird.

GrolRe und sterische Rigiditat hatten keinen entscheidenden Einfluss auf den Uptake.

In DU145-Zellen mit bekannter niedriger Rezeptorexpression konnte nur eine geringe
Aufnahme der Peptide beobachtet werden. Allerdings lag der Uptake des untersuchten
Dimers Gber dem der Monomere, was im Falle niedriger Rezeptorendichte auf den positiven

Effekt der Heterodimerisierung zurlickgefiihrt werden kdnnte.

Sowohl Dimere als auch Monomere zeigten einen hohen Uptake in VCaP-Zellen, wobei keine
Korrelation zwischen molekularer Struktur und Internalisierung der Peptide festgestellt
werden konnte. Selektive Blockade jeweils einer der beiden Rezeptortypen zeigte, dass die

Aufnahme in die Zellen jeweils liber beide Rezeptortypen vermittelt wurde.
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In dieser Machbarkeitsstudie konnte nachgewiesen werden, dass die untersuchten
heterobivalenten Peptide sowohl den GRP- als auch den VPAC;:-Rezeptor gleichzeitig
adressieren kdonnen und somit liber beide Mechanismen zur gesamten Tumoraufnahme
beitragen. Heterobivalente Radioliganden konnten daher fiir eine verbesserte Visualisierung

maligner Tumore geeignet sein.

S. Lindner, L. Fiedler, B. Wangler, P. Bartenstein, R. Schirrmacher and C. Wangler, Design,
synthesis and in vitro evaluation of heterobivalent peptidic radioligands targeting both GRP-
and VPAC1-Receptors concomitantly overexpressed on various malignancies — Is the concept
feasible? Eur. J. Med. Chem., 2018, 155, 84-95.
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H. Die Produktion von Kupfer-64

Fiir die Herstellung von Kupfer-64 sind besondere apparative Voraussetzungen notwendig.
Kupfer-64 lasst sich aus Nickel-64 durch Bestrahlung mit beschleunigten Protonen gewinnen.
Dies geschieht in einem Feststofftarget. Daher sind spezielle Hardware-Komponenten jeweils
fir die Herstellung des Feststofftargets, die Bestrahlung selber, sowie fiir die weitere
Aufarbeitung des bestrahlten Targets erforderlich. Ein vollautomatisierter Herstellprozess ist
mit einem von der Firma Comecer SpA entwickelten System, bestehend aus den sogenannten
Alceo-Modulen, moglich. Ein kompletter Zyklus der Herstellung besteht aus der
elektrochemischen Abscheidung von elementarem ®Ni auf einem mit Platin beschichteten
Aluminium-Shuttle, dem Transport und Positionierung des Shuttles in den Strahlengang am
Zyklotron, der Bestrahlung des ®Ni-Targets mit beschleunigten Protonen via 8*Ni(p,n)®*Cu
Reaktion, Riicktransport des Shuttles zum Modul, dem Lésen des bestrahlten ®*Ni-Targets mit
salzsaurer Losung und der Isolierung von Kupfer-64 in Form von [®*Cu]CuCl; mittels

Anionenaustauscher-Chromatographie.

Die Nickel-Abscheidung erfolgte aus einer wéassrigen [**Ni]Ni(SOa).-Lésung mit einer Effizienz
von bis zu 96%. Mittels Paper-Burn-Test wurde sichergestellt, dass das abgeschiedene Nickel

zentral im Strahlengang des Zyklotrons positioniert ist.

Die erhaltenen Ausbeuten von %Cu wurden anschlieRend in Abhingigkeit der Parameter
Protonenenergie, Strahlstrom, Strahldauer und Masse des Targets optimiert. Die hochsten
Ausbeuten wurden bei einer Protonenenergie von 14.5 MeV erreicht. Limitationen ergaben
sich aus der maximal abzuscheidenden Menge an Nickel von 85 mg und der maximal

erzeugbaren Ladungsmenge von 150 pAh.

Das bestrahlte Target wurde mit salzsaurer Losung aufgeldst und mittels Anionenaustauscher-
Chromatographie aufgearbeitet. Durch 7y-spektroskopische Analyse aller erhaltenen
Fraktionen wurden weitere Radionuklide identifiziert. In geringen Mengen konnten die
Isotope Cobalt-55, -57 und -61 nachgewiesen werden. Kurzlebige Kupfer-lsotope konnten
durch ein Zeitintervall zwischen end-of-bombardment (EOB) und end-of-purification (EOP)
von etwa 12 h eliminiert werden und wurden daher nicht mehr detektiert. Den
Uberwiegenden Anteil aller Fraktionen bildete Kupfer-64 mit 98.5%. Die isolierte Fraktion mit

Kupfer-64 wies nach chromatographischer Aufreinigung eine Radionuklid-Reinheit von >99%



Habilitationsschrift Dr. Simon Lindner 26

auf. Die Identitat des Radionuklids wurde durch Messung der Halbwertszeit von 12.7 £ 0.5 h
verifiziert. Eine y-spektroskopische Analyse ergab die fiir Kupfer-64 charakteristischen Signale

von 511 und 1345 keV.

Der Gehalt nicht-radioaktiver Metallverunreinigungen wurden mittels inductively coupled
plasma optical emission spectrometry (ICP-OES) bestimmt. Dabei wurden die Metalle Eisen,
Zink und Nickel, sowie in geringen Mengen Kupfer detektiert. Die schrittweise Optimierung
der Herstell- und Reinigungsprozesse fihrten zu einer signifikanten Reduzierung des
Eisengehalts von 400 auf <10 pg/mL und der Zinkverunreinigungen von 160 auf <20 pg/mL.
Die Verringerung metallischer Verunreinigungen hatte auch eine deutliche Verbesserung der
effektiven molaren Aktivitat zur Folge. Die effektive molare Aktivitdt wurde durch Titration
von Kupfer-64 mit dem Chelator TETA (1,4,8,11-tetraazacyclotetradecan-1,4,8,11-
tetraessigsaure) und anschliefender Radio-TLC ermittelt und belief sich auf bis zu

133 GBg/umol.

Um die erfolgreiche Anwendung des hergestellten Radionuklids in der PET-Bildgebung zu
zeigen, wurde ein Fab-Fragment des Antikorpers 6A10 (6A10 Fab) mit dem Chelator NODAGA
(1,4,7-triazacyclononan-1-glutarsdure-4,7-diessigsdure) modifiziert und mit Kupfer-64
radioaktiv markiert. 6A10 Fab richtet sich gegen die Carbanhydrase XII (CA XIl),>*>* ein
Membranenzym, welches auf Pankreas-,>> Nieren-,°%>’ Brust-® und Ovarialkarzinomen>®
sowie auf Gliomen® (iberexprimiert wird. Die PET-Aufnahmen von Miusen mit U87MG-
Tumoren in der rechten Schulter zeigten 4 h p.i. eine hohe Retention des Tracers im Tumor

und ein hohes Verhaltnis von Tumor-zu-kontralateralem Muskel.

Es konnte eine vollautomatische Routine fiir die Produktion von Kupfer-64 etabliert werden.
Das PET-Radionuklid weist eine ausreichend hohe Reinheit und molare Aktivitat auf und kann
insbesondere wegen seiner Halbwertszeit von 12.7 h zur Untersuchung langsamer

Stoffwechselprozesse eingesetzt werden.

L. Fiedler, M. Kellner, R. Oos, G. Bdning, S. Ziegler, P. Bartenstein, R. Zeidler, F.J. Gildehaus and
S. Lindner, Fully Automated Production and Characterization of 84Cu and Proof-of-Principle
Small-Animal PET Imaging Using ®*Cu-Labelled CA XII Targeting 6A10 Fab. ChemMedChem,
2018, 13(12), 1230-1237.
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V. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit aktuellen Fragestellungen aus der
radiochemischen und -pharmazeutischen Forschung. Schwerpunkte lagen bei der Etablierung
der Herstellung medizinisch nutzbarer PET-Radionuklide und der Weiterentwicklung von
Radiomarkierungsstrategien. Daneben spielten auch die Strukturoptimierung und biologische
Evaluation von potentiellen PET-Tracern eine wichtige Rolle, sowie deren Translation in die

Klink, um konkrete Verbesserungen der Diagnostik onkologischer Erkrankungen zu erreichen.

Die Radiomarkierung mittels Silicium-Fluor-Akzeptoren hat sich als bewahrte Methode fiir die
Einfihrung von Fluor-18 unter duflerst milden Bedingungen etabliert. Da die SiFA-Struktur zu
einer Erhohung der Lipophilie des PET-Tracers fiihrt, wurde nach Moglichkeiten gesucht, den
Einfluss der Struktureinheit auf die Pharmakokinetik des Tracers zu minimieren. Im Zuge der
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Lipophilie durch Einfihrung polarer
Hilfsstrukturen kompensiert, und die pharmakokinetischen Eigenschaften deutlich verbessert
werden kdnnen. Diese Strategie hat zur Entwicklung eines hochinteressanten PET-Tracers, des
Octreotid-Analogons ['®F]SiTATE, zur Diagnostik von hoch-differenzierten neuroendokrinen
Tumoren gefihrt. Die Radiomarkierung von [8F]SITATE wurde optimiert und nach den aktuell
gliltigen GMP-Richtlinien automatisiert. Umfassende Messungen zur Qualitdtskontrolle
wurden gemald den Vorgaben der Ph. Eur. durchgefiihrt. Samtliche Freigabekriterien wurden
dabei erfiillt. [*8F]SiTATE wurde erstmals klinisch zur Diagnostik von NETs im Patienten
eingesetzt. Dabei wurden hervorragende Bildgebungseigenschaften, u.a. eine hohe
Tumoraufnahme und starken Tumor-zu-Hintergrund Kontrast festgestellt. [*8F]SIiTATE bietet
daruber hinaus zudem logistische und 6konomische Vorteile gegenlber %8Ga-markierten
Octreotid-Derivaten und besitzt daher groRes Potential fiir die Bildgebung neuroendokriner
Tumoren in der Klinik. Zuklinftige Arbeiten werden sich damit beschaftigen, kinetische Daten
zu erheben, um den optimalen Zeitpunkt fir die [*®F]SiITATE PET/CT Bildgebung zu
identifizieren. Weiterhin werden dosimetrische Daten erhoben werden. Es ist davon
auszugehen, dass auf Grund der niedrigeren Positronenenergie von Fluor-18 gegeniber
Gallium-68 eine niedrigere Strahlenbelastung fiir die Patienten gegeben ist als bei den

entsprechenden ®8Ga-markierten Derivaten.

Ausgehend von der Methodik der [*F]SiTATE-Herstellung konzentrierten sich weitere

Untersuchungen auf das Konzept der Kartuschen-basierten Trocknung von [*8F]Fluorid, die zur
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einer Vereinfachung und schnelleren Durchfiihrung der '8F-Radiomarkierung von [*®F]FDG
flihrte. Eine Ausweitung der Methodik wird angestrebt, um eine generelle Anwendbarkeit der
Methode fiir die Fluorierung anderer PET-Tracer mittels nukleophiler Substitution

herzustellen.

Wichtige PET-Tracer im Bereich der Tumordiagnostik stellen peptidische Rezeptorliganden
dar, die allerdings haufig ungeniligende Stabilitditen und eine unzureichende Bioverteilung
aufweisen. Daher wurde anhand von GRP-Rezeptorliganden untersucht, ob das Konzept der
Multimerisierung einen positiven Effekt auf die Pharmakokinetik ausiiben kann. Es wurden
ausfuhrliche Struktur-Wirkungsbeziehungen aufgestellt. Dabei konnte gezeigt werden, dass
die untersuchten Dimere eine hohere Aviditdt und einen hoheren Tumoruptake aufwiesen als
die monomeren Verbindungen. Die Ergebnisse zeigten, dass die Multimerisierung ein

wirksames Konzept sein kann, um eine verbesserte in vivo Pharmakokinetik zu erzielen.

Das Konzept der Multimerisierung wurde in einer weiteren Arbeit von monobivalenten auf
heterobivalente Peptidliganden, die sowohl den GRP- als auch den VPAC:-Rezeptor
gleichzeitig adressieren konnen, erweitert. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
untersuchten heterobivalenten Peptide Uber beide Mechanismen zur gesamten
Tumoraufnahme beitragen. Heterodimere Peptide wurden bisher allerdings lediglich in in
vitro Versuchen hinsichtlich ihres Uptakes in Prostatakarzinom-Zelllinien untersucht. Um die
Substanzen umfanglich charakterisieren zu koénnen, reichen Zellkulturen jedoch als
alleinstehende Untersuchungsmethodik nicht aus. Obwohl eine Aufnahme in den Tumor in
vitro nachgewiesen werden konnte, missen die Ergebnisse in vivo bestatigt werden. Daher
werden in nachfolgenden Arbeiten Pharmakokinetik und Bioverteilung der Tracer im

Tiermodell mittels PET evaluiert werden.

AbschlieBend konnte eine vollautomatische Routine fiir die Produktion von Kupfer-64
erfolgreich etabliert werden. Die Verfligbarkeit des langlebigen PET-Nuklids erweitert das
Spektrum diagnostischer Moglichkeiten vor allem in praklinischen Studien. Daraus ergeben
sich neue Moglichkeiten der Anwendung auch tber onkologische Fragestellungen hinaus. So
werden zuklnftig spezifische Antikérper und deren Fragmente auch zur Bildgebung
neuroinflammatorische Prozesse im Verlaufe neurodegenerativer Krankheiten evaluiert

werden.



Habilitationsschrift Dr. Simon Lindner 29

V. Abkiirzungsverzeichnis
Ac Acetyl
ACMP 4-amino-1-carboxymethyl-piperidine
AMG Arzneimittelgesetz
Asn Asparaginsaure
Asp Aspartat
CA Xl Carbanhydrase XII
CT Computertomographie
d.c. decay corrected
DOTA 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid
EMA european medicines agency
EOB end-of-bombardment
EOP end-of-purification
EOS end-of-synthesis
FDA food and drug administration
FDG Fluordesoxyglukose
GC Gaschromatographie
Glc Glukose
GMP good manufacturing practice
GRP gastrin releasing peptide
HBPL heterobivalent peptide ligand
HPLC high performance liquid chromatography

ICP-OES inductively coupled plasma optical emission spectrometry
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NET

NODAGA

PACAP

PEG

PET

Ph. Eur.

p.i.

RGD

SAX

SCID

SiFA

sst

SUvV

TATE

TETA

Thr

TLC

TLR

TOC

TSR

Tyr

VPAC;

Neuroendokrine Tumoren
1,4,7-triazacyclononane-1-gluteric acid-4,7-diacetic acid
pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
Polyethylenglykol

Positronen-Emissions-Tomographie

Pharmacopoea Europaea (Europaisches Arzneibuch)
post injection

Ein-Buchstaben-Code fir Arginin-Glycin-Asparaginsadure
strong anion exchange

severe combined immunodeficiency
Silizium-Fluor-Akzeptor

Somatostatin

standardized uptake value

Tyr3-Thr8-Octreotid
1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane-1,4,8,11-tetraacetic acid
Threonin

thin layer chromatography

tumor-to-liver ratio

Tyr3-Octreotid

tumor-to-spleen ratio

Tyrosin

vasoactive intestinal peptide receptor subtype 1
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