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Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom (PCa) zdhlt zu einer der haufigsten Tumorentititen bei Mannern
weltweit. Ein sehr innovativer Ansatz der Nuklearmedizin nutzt fir die Diagnostik und die
Therapie des PCa das Prostataspezifische Membranantigen (PSMA), eines auf der Oberflache
der Tumorzellen Uberexprimiertes Protein, als spezifisches Target. Die vorliegende
Dissertation beschaftigte sich auf dieser Grundlage mit der Entwicklung neuartiger
multifunktioneller PSMA-spezifischer Radiotracer.

Eines der beiden Teilprojekte befasste sich mit der Synthese, der Radiomarkierung und in vitro
Evaluation von BODIPY-PSMA-Liganden als Radiotracer fiir die PET/CT- und Fluoreszenz
Hybrid-Bildgebung. Nach Erstellung einer Struktur-Aktivitits-Beziehung konnte ein *8F-
markiertes BODIPY-PSMA-Konjugat als potentieller fluoreszierender PSMA-spezifischer
Radiotracer fiir die duale Bildgebung beim Prostatakarzinom identifiziert werden.

Das zweite Teilprojekt beschaftigte sich mit der Darstellung von Dichelator PSMA-Liganden als
radiohybride Verbindungen. In der vorliegenden Dissertation wurden dabei besonders die
(radio)chemischen Grundlagen der selektiven Dualmarkierung einer
Dichelatormodellverbindung untersucht. Nach erfolgreichem Nachweis dieses innovativen
Konzepts gelang zusatzlich die Etablierung einer Syntheseroute eines Dichelator PSMA-
Liganden, wodurch eine neuartige Plattform an Radiotracern erfolgreich generiert werden

konnte.



Abstract

Prostate cancer (PCa) is one of the most common tumor entities in men. A very innovative
therapy approach in nuclear medicine uses the prostate specific membrane antigen (PSMA),
a protein, which is overexpressed on the surface of PCa cells, as a specific molecular target.
Based on this concept this project focused on the development of novel multifunctional
PSMA-specific radioligands.

The first part of this thesis dealt with the synthesis, the radiolabeling and the in vitro
evaluation of BODIPY-labeled PSMA ligands as radiotracers for PET/CT and fluorescence
hybrid imaging. After establishing a structure-activity relationship a fluorine-18-labeled
BODIPY-PSMA conjugate could be identified as a potential fluorescent PSMA-specific
radiotracer for dual imaging of prostate cancer lesions.

The second part of this thesis focused on dichelator PSMA-ligands as radiohybrid compounds.
In this dissertation, the (radio)chemical basics of the selective dual labeling using a dichelator
model compound were investigated. After proofing this innovative concept, a synthesis route
of a dichelator PSMA-ligand was established and tested in terms of its biological applicability,

which enabled the generation of a novel platform of radiotracers.
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DIPEA
DMF
DMSO
DOOA
DOTA
DTPA
Em.

FDG
Fmoc

g

GBq
GCPII
Gef.
Glu-CO-Lys
H.0
HATU
HBED-CC
HPLC
ICs0

kDa

Ki

keV

Ln

LnCls
LOR
LR-ESI-MS

Min

m/z

mCRPC

N,N’-Diisopropylethylamin
N,N"-Dimethyformamid

Dimethylsulfoxid

3,6-Dioxa-8-octanamin
1,4,7,10-Tetraazacyclododeecan-1,4,7,10-tetraessigsaure
Diethylentriaminpentaessigsaure

Emission

Fluordesoxyglucose
Fluorenylmethoxycarbonyl-Schutzgruppe
Gramm

Giga-Bequerel

Glutamatcarboxypeptidase Il (= PSMA)
Gefunden

PSMA-Bindemotiv; Glutaminsdure-Lysin-Dimer

Wasser

O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N -tetramethyluroniumhexafluorphosphat

N,N’-bis[2-Hydroxy-5-(carboxyethyl)benzyl]ethylendiamin-N,N’-diessigsaure

high pressure liquid chromatography
Mittlere inhibitorische Konzentration
Kilodalton

Inhibitor-Konstante
Kiloelektronenvolt

Lanthanoid

Lanthanoid-Chlorid-Salz

line of response

Niedrigauflosende Elektronenspray lonisiations Massenspektroskopie, engl.

low resolution electrospray mass spectrometry
Molekulargewicht

Minute

Masse zu Ladungs-Verhaltnis; Massenspektroskopie
Mega-Bequerel

Metastasiertes kastrationsresistentes Prostatakarzinom



MeCN Acetonitril

NAAG N-Acetylaspartylglutaminsaure

Nat. natirlich; natirliches Isotop

n Stoffmenge

n.d. nicht bestimmt, engl. not determined
nm Nanometer

nM Nanomolar

NODIA-Me  2-(4-((1-Methyl-1H-imidazol-2-yl)methyl)-7-((1-methyl-4,5-dihydro-1H-

imidazol-2-yl)methyl)-1,4,7-triazanonan-1-yl)essigsaure

NOTA 1,4,7-Triazacyclononan-1,4,7-triessigsaure

OH- Hydroxy, Hydroxid-Anion

PCa Prostatakarzinom

PET/CT Positronenemissionstomographie / Computertomographie
pM Picomolar

PRLT Peptidrezeptor Radioligandentherapie

PSA Prostataspezifisches Antigen; Tumormarker

PSMA Prostataspezifisches Membranantigen

RCY Radiochemische Ausbeute, engl. Radiochemical yield
rhPSMA Radiohybride PSMA-Liganden

RLT Radioligandentherapie

SIM Lichtmikroskop, engl. structured illumination microscope
sog. so genannt

SPECT Einzelphotonenemissionstomograpie-Computertomographie, engl. single

photon emission computed tomography

tr Retentionszeit

Tab. Tabelle

TACN Triazacyclononan

TEA Tetraethylammonium

Tert. Tertiar

TETA 1,4,8,11-Tetraazacyclotetradecan-1,4,8,11-Tetraessigsaure
Tf Triflat

TIS Triisopropylsilan



TSTU
u.a.
w/o
ZNS
z.B.

O-(N-succinimidyl)-N-N,N’,N’-tetramethyluroniumtetrafluoroborat
unter anderem

without

Zentrales Nervensystem

Zum Beispiel



1 Theoretische Grundlagen

1.1 Das Prostataspezifische Membranantigen und seine Bedeutung beim

Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom (PCa) zahlt zu einer der haufigsten Tumorentitdaten bei Mannern mit
gleichzeitig steigender Inzidenz!. Die Einfihrung von Fritherkennungsuntersuchungen sowie
der Bestimmung laborchemischer Parameter, wie dem PSA-Wert, fihrten in den vergangenen
zwei Dekaden zwar zu einem Anstieg der Lebenserwartung der betroffenen Patienten,
dennoch kann das Patientenmanagement beim fortgeschrittenen (metastasierten)
Prostatakarzinom bzw. biochemischen Rezidiv nach initialer kurativer Behandlungnach wie
vor schwierig sein'™. Die Nachfrage beziiglich neuer klinischer Bildgebungs- und
Behandlungsmethoden ist in den vergangenen Jahren demnach kontinuierlich gestiegen®2®,
Sehr innovative Ansatze fir die Diagnostik und die Therapie des PCa mit aussichtsvollen
Ergebnissen in der klinischen Anwendung nutzen nuklearmedizinische Verfahren’:2, Bei diesen
Methoden werden dem Patienten radioaktiv markierte Inhibitoren, sogenannte Radiotracer,
verabreicht, die an das prostataspezifische Membranantigen (PSMA) binden. Dieses Antigen
wird auf der Oberflache von Prostatakarzinomzellen stark Gberexprimiert, was PSMA zu einer
vielversprechenden Zielstruktur macht® 3. Das prostataspezifische Membranantigen (PSMA,
EC 3.4.17.21), ebenfalls bekannt als Glutamat-Carboxypeptidase Il (GCP 1l), N-acetyl-a-linked
acidic dipeptidase | (NAALADase 1) oder Folat-Hydrolase | (FOLH 1) ist ein
transmembranstandiges Typ-lI-Glykoprotein aus der Superfamilie der zinkabhangigen
Exopeptidasen, dessen Expression im Falle einer malignen Erkrankung der Prostata signifikant
erhdht ist®”10. Das PSMA besitzt ein Molekulargewicht von 100 kDa und liegt als
symmetrisches Dimer vor, dessen Primarstruktur aus 750 Aminosduren aufgebaut ist. Die
strukturelle Anordnung st flir ein transmembranstindiges Protein vom Typ |l
charakteristisch®12,  Das Anordnungsmuster setzt sich aus einem N-terminalen
cytoplasmatischen Schwanz (Aminosaure 1-18), einer membraniberspannenden Einzelhelix
(Aminosaure 19-43) sowie einem grollen extrazelluldren Teil (Aminosdure 44-750)
zusammen?!!, Der N-terminale GCPII-Schwanz interagiert mit mehreren Gerlistproteinen,
beispielsweise Filamin A, Caveolin-1, Clathrin und Clathrin-Adapterprotein 2, welche u.a. eine
Rolle im Rahmen der Peptidaseinternalisierung und des Peptidaserecyclings spielen!!. Der

Grol3teil des Proteins ist an der Oberflaiche der Membran im Extrazellularraum angeordnet,



wo auch die Wechselwirkung mit den PSMA/GCP |l-Substraten stattfindet!!. Durch die Losung
der dreidimensionalen Struktur der humanen GCPIl-Ektodomane wurde festgestellt, dass der
extrazellulare Teil der GCPIl aus drei verschiedenen Domanen besteht, welche sich lber die
Aminosauren 57-116 und 352-590 (die Proteasedomane), 117—-351 (die apikale Domane)
sowie 591-750 (die C-terminale Domane oder Dimerisierungsdomane) erstrecken. Das
Zusammenspiel der drei genannten Domanen ist flr die Wechselwirkung mit den PSMA-
Substraten von zentraler Bedeutung. Flr die produktive Substratbindung und -verarbeitung
ist zudem eine synergetische Wirkung dieser drei Domanen erforderlich, da mehrere Reste
aus jeder Domane zur Architektur des GCPII-Substratbindungstasche beitragen und an der

Ligandenerkennung beteiligt sind (Abbildung 1)%12,
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Abbildung 1 Schematische Struktur des Prostataspezifischen Membranantigens (PSMA). Die
groRe extrazelluldare Domane (Aminosduren 44-750) des symmetrischen Dimers besteht aus
der Proteasedomaéne (orange, Aminosauren 57-116; Aminosduren 352-590), der apikalen
Domane (lila, Aminosduren 117-351), der C-terminalen Domane (gelb, Aminosduren 591-750)
sowie dem binuklearen aktiven Zentrum (rot). Die transmembrandre Region des Proteins ist
in grun, die cytoplasmatische Domane in rosa dargestellt'4,

Ein wichtiger Bestandteil der Substratbindungstasche ist das aktive Zentrum der

Carboxyxpeptidase, auch ,,PSMA active site” genannt. Das aktive Zentrum des PSMA, welches
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iiber einen ca. 20 A langen Trichter von der Oberflache des Proteins aus erreichbar ist, enthalt
zwei Zn?*-lonen, die Uber ein Wassermolekil asymmetrisch miteinander verbriickt und von
den Seitenketten der Aminosduren Histidin-377, Asparaginsaure-387, Glutaminsaure-425,
Asparaginsiure-453 sowie Histidin-553 koordiniert sind%*2, Dieses binukleare Zinkzentrum
ist fur die hydrolytische Aktivitdit des PSMA unverzichtbar und unterteilt die
Substratbindungstasche in zwei molekulare Taschen, die sog. S1 und die S1'-
Bindungstasche'*'3%> Die S1’-Bindungstasche, die auch als Pharmakophortasche oder
S1’pocket bezeichnet werden kann, weillt eine sehr hohe Affinitat fir Glutamat bzw. fir
Substrate mit einer Glutamatfunktion auf, was bei Betrachtung der beiden PSMA-Substrate a-
N-Acetylaspartylglutaminsaure (NAAG) und Poly-y-Glutamat haltige Folate (FolGlu,), die
beide einen C-terminalen Glutamatrest aufweisen, verdeutlicht wird'%'6-18 Die Bindung der
Substrate oder Inhibitoren wird zusatzlich durch den amphiphathischen Charakter der
Bindungstasche, d.h. durch polare und gleichzeitig unpolare Wechselwirkungen,
stabilisiert'%1619, Die S1-Tasche des aktiven Zentrums weiRt eine Spezifitit fiir negativ
geladene Aminosaurereste auf, beispielsweise Aspartat sowie geringfiigig sogar fiir Glutamat.
Diese Spezifitdt resultiert aus dem sog. ,Arginine-Patch”, der raumlichen Anordnung der
Aminosaureseitenketten Arginin-534, Arginin-536 und Arginin-463'%2021 Treten nun
Substrate oder auch Inhibitoren mit dem aktiven Zentrum in Wechselwirkung, sind noch
weitere Aminosaureseitenketten, wie Serin-454 auf der S1-Seite bzw. Tyrosin-700 auf der S1'-

Seite, an der Bindung beteiligt (Abbildung 2)*2.
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Abbildung 2 Wechselwirkung der S1 bzw. S1°-Pocket des katalytisch aktiven PSMA-Zentrums
mit seinem natirlichen Substrat NAAG unter Beteiligung des binuklearen Zink-Zentrums sowie
der verschiedenen Aminosiure-Seitenketten'?,

Anhand der Kristallstruktur des PSMA konnte ein Vorschlag fir den Mechanismus des
katalytischen PSMA Prozesses postuliert werden. Das PSMA katalysiert dabei die
hydrolytische Spaltung von a-NAAG zu Glutaminsdure und a-N-Acetylaspartat bzw. die
hydrolytische Abspaltung von Glutaminsdure Poly-y-Glutamat haltiger Folate (Abbildung 3)%-
12,22-24 7unichst tritt hierbei das jeweilige Substrat mit der S1°- bzw. der S1-Pocket sowie den
beiden Zinkionen des Metallzentrums in Wechselwirkung (Abbildung 2). Es folgt eine
Deprotonierung des, die beiden Zn%**-lonen verbriickenden, Wassermolekiils, wodurch ein
nukleophiler Angriff der resultierenden Hydroxyspezies am Kohlenstoffatom der Amid-
Bindung des Substrates induziert wird. Der so entstehende tetraedrische/tetrahedrale
Ubergangszustand fiihrt unter hydrolytischen Bedingungen im Folgenden zur Spaltung der
Amidbindung, zur Produktfreisetzung und zur Riickbildung des katalytisch aktiven Zentrums

(Abbildung 3)%°.
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Abbildung 3 Einblick ins aktive Zentrum der GCP Il im Rahmen der Substratspaltung. Spaltung
des Substrats N-Acetylaspartylglutaminsdure (NAAG) zu N-Acetylaspartat (NAA) und L-
Glutaminsdure (L-Glu) sowie hydrolytische Abspaltung von Glutaminsdure Poly-y-
glutamathaltiger Folate (FolGlu(n) zu FolGlu(n-1) und L-Glu)?*.

Physiologisch erfolgt die Expression des PSMA in den sekretorischen Epithelzellen der
Prostata, den Speicheldriisen und in der Niere!'122>-28_ Obwohl| das hohe Expressionsniveau
der GCPIl beim fortgeschrittenem Prostatakrebs als hervorragendes Ziel fiir die PCa-
Bildgebung/-Therapie dient, ist die physiologische Funktion in diesem Gewebe nicht bekannt.
Analog dazu bleibt auch die physiologische Rolle in den Nieren und der (menschlichen)
Neovaskulatur zu definieren!!. Das Verstdndnis der natirlichen Funktion der GCP Il ist
Gegenstand aktueller Forschung!?. Fur die Rolle des PSMA im Rahmen des Prostatakarzinoms
ist das Verstandnis der auftretenden PSMA / GCP II-Expression entscheidend. Die GCP II-
Expression steigt, ausgehend vom gesunden Organ durch die gutartige Prostatahyperplasie,
Uber ein  geringgradiges  Adenokarzinom bis hin  zur  metastasierenden,
androgenunabhingigen Erkrankungen stark an'1272%30, Die héchste PSMA-Expression wird in
diesem Zusammenhang bei einer malignen Erkrankung der Prostata beobachtet'%?72°, Die

PSMA-Expression kann hierbei ca. um einen Faktor 1000 erhéht sein und korreliert vor allem
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mit prognostisch unginstigen Faktoren, wie einer steigenden Tumoraggressivitat und
Kastrationsresistenz.21127.3132 Epenfalls wurde nachgewiesen, dass gerade einmal 5-10%
der untersuchten PCa-Lasionen keine PSMA-Expression aufweisen®33.

Diese Besonderheiten machen das PSMA zu einer idealen therapeutischen sowie

diagnostischen Zielstrukturt2634-38,



1.2 PSMA-spezifische Radiotracer

1.2.1 Einfiihrung in die Nuklearmedizin

1.2.1.1 Physikalische Grundlagen und nuklearmedizinische Verfahren bei onkologischen
Fragestellungen

Die Nuklearmedizin ist ein medizinisches Fachgebiet, das radioaktive Substanzen zur Diagnose
und Behandlung von Krankheiten einsetzt. Sie besteht aus zwei Teilgebieten: der Bildgebung
und der Therapie. Das Ziel der nuklearmedizinischen Bildgebung besteht darin Informationen
uber den Funktionszustand eines Gewebes zu erhalten und Tumore zu erkennen. Das Ziel der
nuklearmedizinischen Therapie ist die Behandlung dieser Krankheiten mittels zytotoxischer
Strahlungsdosen. Beide Ziele erfordern Radionuklide mit unterschiedlichen
Zerfallseigenschaften3®. Radionuklide sind instabile Atomkerne, die sich unter Emission
verschiedener Teilchen spontan umwandeln. Desweiteren kdnnen sie aus angeregten
Kernzustanden unter Aussendung von Gammastrahlung in ihren Grundzustand lbergehen.
Beispiele fur unterschiedliche Zerfallsarten von Radionukliden sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Die Menge eines radioaktiven Isotops wird als Aktivitat bezeichnet. lhre SI-Einheit
Becquerel (Bq) ist definiert als ein Zerfall pro Sekunde, wahrend die traditionelle Einheit Curie
(Ci) 3,7 x 10%° Zerfillen pro Sekunde entspricht.

Eine weitere wichtige GroRe radioaktiver Elemente ist die sog. Halbwertszeit t1/,. Diese
ist fur jedes Radionuklid charakteristisch und gibt an nach welcher Zeit die Halfte der zum

Zeitpunkt t = 0 vorhandenen Kerne zerfallen ist4%4%,

Tabelle 1 Physikalische Grundlagen unterschiedlicher radioaktiver Zerfallsarten4%42,

Zerfallsart Emittierte Zerfallsgleichung Energiebereich
Strahlung
Alphazerfall a X 42X+ «a 4-10 MeV
Betazerfall B~ (e7) X > 2 AX + B (e)+ v 0-4 MeV
Positronenemission B (eh) X > , AX + Bt (et + v 0-4 MeV
Gammaemission Y X o 9X' + Qy 10 keV — 3 MeV

Beim a-Zerfall zerfallt das vorliegende Nuklid X in das Tochternuklid X" unter Emission eines

o-Teilchens, welches aus zwei Neutronen und zwei Protonen besteht und somit identisch mit



einem Heliumkern ist. Alle von einem bestimmten Radioisotop emittierten Alphateilchen
haben die gleiche Energie. Die meisten zu findenden Alpha-Teilchen haben Energien im
Bereich von etwa 4 bis 10 MeV. Aufgrund der relativ hohen Masse und kinetischen Energie
haben Alphateilchen einen hohen linearen Energietransfer und folglich eine hohe ionisierende
Wirkung. Die Reichweite eines Alpha-Teilchens im Gewebe betragt lediglich wenige
Mikrometer.

Beim Betaminuszerfall wandelt sich im Kern ein Neutron in ein Proton um. Bei
diesem Umwandlungsprozess werden ein Betaminus-Teilchen (7)) / Elektron (e™) und ein
Antineutrino vV emittiert. Die Emission von Betaminus-Teilchen fiihrt dazu, dass Radionuklide
mit einem Neutroneniberschuss Stabilitat erreichen. Die Emission von Beta-Teilchen
verringert die Anzahl der Neutronen um eins und erhoht die Anzahl der Protonen um eins,
wahrend die Atommassenzahl unverandert bleibt. Die Reichweite im Gewebe ist aufgrund der
geringeren Masse im Vergleich zu Alphateilchen groRer. Diese liegt je nach kinetischer Energie
im Bereich von Millimeter bis wenigen Zentimetern2,

In Féllen, in denen sich zu viele Protonen im Kern befinden, kann es zur
Positronenemission kommen. Es kommt zur Umwandlung eines Protons in ein Neutron unter
Emission eines Positrons (3*/ e*) und eines Neutrinos v.

Der radioaktive Zerfall eines Kerns durch Alpha-, Beta- oder Positronenemission
flihrt zur Emission von Energie, die aus den jeweiligen Veranderungen im Kern resultiert.
Dadurch wird der Kern auf ein angeregtes Niveau angehoben. Keiner dieser angeregten Kerne
kann in diesem hochenergetischen Zustand verbleiben. Kerne setzen diese Energie frei und
kehren in den Grundzustand oder auf das niedrigstmogliche stabile Energieniveau zuriick. Die
freigesetzte Energie liegt in Form von Gammastrahlung (Hochenergiephotonen) vor und hat
eine Energie, die der Anderung des Energiezustands des Kerns entspricht*®*!. Beispiele fiir
wichtige Radionuklide in der Nuklearmedizin, unter Angabe der Halbwertszeit und ihrer

Zerfallsart, sind in Tabelle 2 gegeben.



Tabelle 2 Beispiele klinisch eingesetzter Radionuklide, inklusive Halbwertszeit und
Zerfallsart*47,

Radionuklid Halbwertszeit Hauptzerfallsart
Kohlenstoff-11 20.38 min B*
Fluor-18 109.8 min B*
Kupfer-64 12.7 h B*
Kupfer-67 2.58d B~
Gallium-68 67.7 min B*
Zirkonium-89 78.41 h Bt
Yttrium-90 64.0 h B~
Technetium-99m 6.01 h Y
Indium-111 67.392 h Y
lod-131 8.02d B~
Lutetium-177 6.647 d B~
Astat-211 7.2h o
Bismut-213 45 min o
Radium-223 11.4d a
Actinium-225 9.92d o

Bei massereichen Radionukliden, bspw. verschiedenen Uran-Isotopen, ist oftmals eine
Abfolge von radioaktiven Zerfillen zu beobachten. Man spricht dann von einer sog.
Zerfallsreihe. Abb. 4 zeigt ein Beispiel fir die Zerfallsreihe des Alphaemitters Actinium-225

(einem Zerfallsprodukt einer der Plutonium-Neptunium-Reihe)*®4°,

225Ac o a 217At a 213Bi
»> »>
9.9d 5.8 MeV 6.3 MeV 2me 7.1 MeV paCin
B 213pg a 209ppy 200p;
1.42 MeV EHAT 8.4 MeV N 0.64 MeV el

Abbildung 4 Zerfallsreihe des Alphaemitters Actinium-225 unter Angabe der jeweiligen
Tochternuklide inklusive Halbwertszeit und Energie der emittierten Teilchen®°.

p=

Wie bereits erwahnt, besteht die Nuklearmedizin aus zwei Teilgebieten: der Therapie sowie
der Bildgebung. Fiir eine therapeutische Anwendung in der Nuklearmedizin werden aufgrund
des hoheren linearen Energietransfers Alpha- und Betaminusstrahler eingesetzt. Prominente

Beispiele hierfiir sind der Betaemitter Lutetium-177 und der Alphaemitter Actinium-225. Bei

Vo]



der Bildgebung werden entweder Positronenemitter oder y-Strahler verwendet. In
Abhangigkeit der verwendeten Radionuklide (Positronen- oder Gammaemitter) unterscheidet
man zwei bildgebende Verfahren, die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) bzw. die
Einzelphotonen-Emissionstomographie (Single photon emission computed tomography,
SPECT)*.

Fir beide Untersuchungen wird dem Patienten zunachst der Radiotracer verabreicht.
Fir die SPECT/CT werden Gammastrahlen emittierende Radionuklide verwendet, deren
Zerfall mit einer bzw. mehreren Gammakameras aufgezeichnet werden. Die Gammakameras
bestehen aus Kollimatoren, Szintillationskristallen, Photomultipliern, Vorverstarkern sowie
Impulsverarbeitungselektronik. Sie sind auf einer rotierenden Aufnahmeeinheit (Gantry)
beweglich befestigt und rotieren um den Patienten, sodass eine Vielzahl von
zweidimensionalen Aktivitatsverteilungen (sog. Projektionen) aus unterschiedlichen
Projektionswinkeln aufgezeichnet werden kann. Wichtig fir die Bildgebung von
Gammastrahlern sind dabei die Kollimatoren, die dafiir sorgen, dass nur senkrecht
eintreffende Gammastrahlung detektiert wird. Ohne Kollimator ist eine raumlich aufgeloste
Darstellung nicht moglich, da die Gammastrahlen ohne Ortsbezug auf den Kristall treffen

wiirden?0.

Gammakamera

\ ‘ Kollimator

Kamerasichtfeld

Kameraumlaufbahn

Abbildung 5 Schematisches Funktionsprinzip einer SPECT-Untersuchung?®.
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Im Anschluss an die Datenaufnahme wird aus den Projektionen mittels Bildrekonstruktion
(Image Reconstruction) die dreidimensionale Verteilung berechnet. Die SPECT liefert somit
eine dreidimensionale Darstellung des Radiotracers in vivo®®. In Kombination mit einem CT
werden zusatzlich anatomische Informationen der Aktivitidtsverteilung zuganglich®%°1°2,
Wichtige Radionuklide fiir die SPECT-Bildgebung sind Technetium-99m oder Indium-1114044,
Das zweite wichtige bildgebende Verfahren in der Nuklearmedizin, die Positronen-Emissions-
Tomographie / Computertomographie (PET/CT), verwendet B*-emittierende Radionuklide,
wie z.B. Kohlenstoff-11, Fluor-18 oder Gallium-68. Beim 3*-Zerfall wird ein Positron emittiert,
welches durch Wechselwirkung mit Materie seine kinetische Energie verringert und letztlich
mit einem Elektron annihiliert. Dabei entstehen zwei hochenergetische y-Quanten mit einer
Energie von 511 keV, die in einem Winkel von ca. 180° voneinander ausgesandt werden. Die
beiden Photonen werden dann von den ringférmig angeordneten PET-Detektoren detektiert.
Treffen zwei Gammaquanten in einem bestimmten Zeitinterval auf zwei gegeniiberliegende
PET-Detektoren muss der Zerfall auf der entsprechenden Verbindungslinie (line of response,

LOR) erfolgt sein (Abbildung 6)>3-7.

Positron emission and PET scanner
positron-electron annihilation

Positron-emitting
radionuclide

o Positron

Electron

‘\0\_)

511 keV 511 keV

gamma ray gamma ray ' ”. \

Annihilation

Gamma ray
detectors

Abbildung 6 Physikalisches Prinzip der Positronen-Emissions-Tomographie®®.

Anhand der Verbindungslinien (line of response, LOR) zwischen den koinzident detektierten
Gammagquanten kann so die rdumliche Verteilung der radioaktiven Substanz bildlich darstellt
werden. In Kombination mit der CT werden auch mit diesem Hybrid-Bildgebungsverfahren,

zusatzlich zur funktionellen PET-Bildgebung, anatomische Informationen erhalten>4>.
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1.2.1.2 Aufbau von Radiotracern

Das in der Nuklearmedizin zu Grunde liegende Konzept ist das sogenannte Tracerprinzip.
Radioaktivitat kann hoch sensitiv detektiert werden. Dies erlaubt die Verwendung von sehr
geringen Stoffmengen (nanomolarer bis pikomolarer Bereich), so dass durch die Verwendung
von Radiotracern biologische Prozesse untersucht werden konnen, ohne diese zu
beeinflussen39°4,

Im Allgemeinen bestehen zielspezifische Radiopharmaka aus einem sog. Radionuklid,
einem Linker bzw. Spacer sowie dem tumorspezifischen Biomolekil, bspw. einem Peptid,

einem niedermolekularen Inhibitor oder einem Antikdrper®31°3°839 (Abbildung 7).

< &

Biologische Zielstruktur Radiolabel

Abbildung 7 Schematische Darstellung eines zielspezifischen Radiotracers in Wechselwirkung
mit seiner biologischen Zielstruktur>®.

Das Biomolekiil bzw. der Targetingvektor sorgt flir den Transport der Radionukide zu den
entsprechenden (tumorspezifischen) biologischen Zielstrukturen, wie z.B Uberexprimierte
Proteine oder auch verschiedene Rezeptoren und sorgen fiir die Anreicherung des gesamten
Radiotracers an die krankheitsspezifischen Zielstrukturen®31>°, Oftmals ist die Verwendung
von einem Spacer bzw. Linker notwendig, um die Interaktion des Biomolekiils mit seiner
Zielstruktur nicht zu beeintrachtigen. Darliberhinaus eignen sich die Linkerstrukturen zur
Optimierung der pharmakologischen Eigenschaften von Radiotracern®. Das Radiolabel kann
entweder aus einem nichtmetallischen oder einem metallischen Radionuklid bestehen. Bei
Radiometallen ist oftmals auch die Verwendung eines bifunktionellen Chelators (BFC)
notwendig (siehe 1.2.2).

Beispiele flir Radiopharmaka in der nuklearmedizinischen Anwendung sind z.B. Fluor-

18-Desoxyglucose ([*®F]F-FDG), der Goldstandard fiir verschiedene onkologische
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Fragestellungen im Rahmen der PET/CT-Bildgebung oder [%8Ga]Ga-DOTATOC fir die

Bildgebung neuroendokriner Tumoren mittels PET/CT °°.

1.2.2 Einfiihrung in die Radiochemie — Grundlagen der Radiomarkierung

Wichtige GrofRen in der Radiochemie bzw. in der Herstellung von Radiotracern sind die
radiochemische Ausbeute (engl. radiochemical yield, RCY) und die spezifische Aktivitat As
sowie die molare Aktivitat Am.

Die radiochemische Ausbeute ist definiert als die Aktivitdtsmenge im Produkt,
ausgedriickt als Prozentsatz der Ausgangsaktivitat, die im betrachteten Prozess verwendet
wird. Die Aktivitatsmenge des Radionuklids bezieht sich auf dasselbe Radionuklid und muss
zum gleichen Zeitpunkt vor der Berechnung zerfallskorrigiert werden®?,

Die spezifische Aktivitdt As ist eine weitere wichtige GroRe in der Herstellung von
Radiotracern. Sie gibt die Aktivitdt pro Gramm des eingesetzten Vorlaufermolekiils an und
wird gemessen in Bq/mg oder GBq/g. Die spezifische Aktivitat ist nicht zu verwechseln mit der
molaren Aktivitdit Am. Diese gibt die Aktivitdit pro Stoffmenge des eingesetzten
Vorldufermolekils und wird gemessen in Bg/mol oder GBg/umol®!. In anderen Worten
beschreibt die molare Aktivitdt das Verhaltnis zwischen radioaktiv markierter und
nichtradioaktiver Substanz. Die molare Aktivitdt ist eine wichtige KenngrofRe, da nur bei
ausreichend hoher molarer Aktivitat das Tracerprinzip glltig ist. Dies bedeutet, dass
Radiotracer nur bei ausreichend hoher molarer Aktivitdit an molekularen Prozessen

teilnehmen kdnnen ohne diese zu beeinflussen®293,

1.2.2.1 Radiomarkierungen mit Metallen

Fiir die Radiomarkierung von verschiedenen Targetingvektoren, in der Literatur auch oftmals
als Radiolabeling bezeichnet, werden unterschiedliche Markierungsstrategien verfolgt. Diese
richten sich nach den chemischen Eigenschaften des entsprechenden Radionuklids. Die
verwendeten Radionuklide kdnnen, wie bereits in Kap. 1.2.1.1 erwahnt, radioaktive Isotope

von Metallen, Halbmetallen oder Nichtmetallen sein®%6°66,

Wie unter 1.2.2 bereits erwahnt, kommen bei radiometallbasierten Radiopharmaka oftmals
sogenannte BFCs (bifunktionelle Chelatoren) oftmals zum Einsatz, um eine stabile

Metallkomplexierung zu gewahrleisten. Prominente Beispiele fir BFCs sind in Abb. 8 gezeigt.
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Abbildung 8 Beispiele fiir verschiedener bifunktionelle Chelatoren (BFC) im Bereich der
radiopharmazeutischen Chemie31,67.68,

Die Verwendung solcher Chelatoren ist von essentieller Bedeutung, denn das Biomolekiil ist
in der Regel nicht in der Lage das Radiometall stabil zu komplexieren. Der BFC ist somit ein
wichtiger Baustein des nichtradioaktiven Vorlaufermolekils (Precursor). Typischerweise
werden makrozyclische- oder azyclische Chelatoren verwendet, die Uber eine reaktive
funktionelle Gruppe kovalent an die Targetingvektoren konjugiert werden. Wichtige Vertreter
dieser Klasse sind die offenkettigen BFCs auf der Basis von Diethylentriaminpentaessigsdure
(DTPA) und N,N'-bis[2-Hydroxy-5-(carboxyethyl)benzyl]-ethylendiamin-N,N’'-diessigsaure
(HBED-CC) sowie die makrozyclischen Chelatoren 2,2',2"-(1,4,7-Triazacyclononan-1,4,7-
triyl)triessigsdure (NOTA) 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure (DOTA)
oder 1,4,8,11-Tetraazacyclotetradecan-1,4,8,11-tetraessigsaure (TETA) (Abb. 8)31:44:9,66-69,
Radiometalle bieten gleich mehrere Vorteile. Bei der Mehrzahl an Elementen im
Periodensystem handelt es sich um Metalle und somit ergibt sich im Vergleich zu
Nichtmetallen eine groBere Anzahl an medizinisch einsetzbaren Radionukliden. Zweitens
handelt es sich bei der Markierung mit Radiometallkationen um eine
Komplexbildungsreaktion, die 1) im walrigen Medium erfolgen (kann) und 2) sich haufig durch

Reaktionsbedingungen (Temperaturen > 100 °C, physiologischer pH) auszeichnet, unter denen
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der eingesetzte Precursor stabil ist. Drittens entstehen bei Komplexbildungsreaktionen in der
Regel keine Nebenprodukte, so dass eine zeitintensive Aufreinigung des Endprodukts oftmals
nicht notwendig ist. Viertens bieten BFCs, die in der Lage sind unterschiedliche Radiometalle
stabil zu komplexieren, die Moglichkeit einen einzigen Markierungsvorlaufer je nach
medizinischem Bedarf (Bildgebung oder Therapie) in Kombination mit verschiedenen
Radiometallen mit unterschiedlichen Zerfallsarten zu verwenden (siehe hierzu Tab.2). Man
spricht dann auch von einem theranostischen Ansatz.

Da es wahrend einer Komplexbildungsreaktion (in wassrigem Medium) haufig zur
Freisetzung von Protonen kommt, werden fiir eine Radiomarkierung i.d.R. Pufferlésungen
verwendet, beispielsweise ein (nicht toxischer) Natriumacetat- oder
Ammoniumacetatpuffer®6270, |n Abbildung 9 ist die Radiomarkierung eines DOTA-

konjugierten Biomolekiils mit dem therapeutischen Betaemitter Lu-177 gezeigt.

0] O O @)
YW —~

N N 3+
HO [ ] OH M 0~-<_'\l\ /N,/\ig
HO 0 O--1-- M7

N N Natriumacetatpuffer SNTOONT R
o)\/ ~/ \/QN,R pH 4.5, 95 °C, 15 min O)\/ __/ \/Z(N’R

H H

R = Targetingvektor M = [Y7Lu]Ludt

DOTA-konjugiertes Biomolekiil

Abbildung 9 Schematische Darstellung der Metallkomplexierung eines DOTA-konjugierten
Biomolekils unter Angabe der notwendigen Markierungsbedingungen. Als Metallkation bzw.
Radionuklid wurde als Beispiel [*’Lu]Lu3* verwendet®°,

Gerade die makrozyclischen Grundkorper und ihre unterschiedlich substituierten Derivate
zeichnen sich durch eine hohe thermodynamische Stabilitdt sowie kinetische Inertheit der
Metallkomplexe aus und sind haufig die erste Wahl fiir die Entwicklung eines
Radiopharmakons. Allerdings muss bei der Wahl eines geeigneten Chelators stets beachtet
werden, dass die physikalischen Eigenschaften des Metallkomplexes, wie z.B. die GréRe,
Gesamtladung und Polaritdt, auch die Pharmakokinetik des gesamten Radiotracers

beeinflussen kdnnen?44°9:65,67,69
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1.2.2.2 Radiomarkierungen mit Nichtmetallen

Werden fiir die Markierung eines Biomolekiils nicht metallische Radionuklide verwendet,
erfolgt die Radiomarkierung nicht Gber eine Komplexbildungsreaktion. Im Falle von Fluor-18
beispielsweise sind viele radiochemische Methoden fiir eine Radiomarkierung bekannt.
Oftmals erfolgt eine solche Markierung tiber eine nukleophile Substitution, mit Hilfe einer sog.

prosthetischen Gruppe oder liber einen radioaktiven Isotopenaustausch (Abb. 10)72.
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A Radiofluorierung mittels nukleophiler Substitution

Radiosynthese von ['8F]Fluor-Deoxyglucose

OAc . OH
- 0.0 1. ['®F]F, Kryptofix, 5 5, K;CO4 HO%
c
AcO OAc 2. Hydrolyse HO A OH
FDG-Precursor ['8F]Fluor-Desoxyglucose

B Radiofluorierung unter Verwendung einer prosthetische Gruppe

1. ['8F]F, Kryptofixs  » /A/l

O.__OEt ’ -
KoCOs / DMSO O™ N"70 N,
2. NaOH / H,0 0. .0 _— Protein
3. TSTU / MeCN rotein—NH,

RT, pH 8.5, 15 min
NE
| 18F
18F
Ethyl-4-trimethyl- ['8F]F-SFB 18F-markiertes Protein

ammoniumbenzoat
C Radiofluorierung mittels 1°F/'8F-Isotopenaustausch

[18F]F-, KryptofiXZ.zz, K2003 : 18F

Cr

Si Si
/©/ N MeCN, RT, 10-15 min Q X
R R

Abbildung 10 Unterschiedliche Radiofluorierungsreaktionen. A) Radiosynthese von [*®F]F-
Deoxyglucose ([*®F]FDG). Nukleophile Substitution einer Triflatgruppe (OTf) des Acetat-
geschiutzten FDG-Vorlaufers durch ein 8F-Anion und anschlieRender Hydrolyse®”’2. B)
Radiosynthese von ['8F]F-Fluorethyltyrosin ([*F]FET) lber eine '8F-Fluorethylierung.
Radiomarkierung mit Fluor-18 erfolgt in zwei Schritten Uber !8F-Fluoroethyltosylat
(prosthtische Gruppe), ausgehend von Ethylenglycol-1,2-ditosylat’3. C) Radiomarkierung der
SiFA-Gruppe Uber einen 18F/1°F-Isotopenaustausch.
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Die aliphatische nukleophile Substitution mit [*8F]Fluorid ist eine der haufigsten Methoden,
um sp3-hybridisierte 8F-C-Bindungen zu knipfen. Eine Komponente des verwendeten
Vorlaufermolekiils verfligt (iber eine geeignete Abgangsgruppe, die flir den Austausch gegen
[*8F]Fluorid geeignet ist®2. Zu diesen Abgangsgruppen zidhlen beispielsweise Triflat (OTf)-,
Tosylat (OTs)- sowie Mesylat (OMs)-Gruppen oder auch Halogenide®>’1, Ein wichtiges Beispiel
ist die Radiosynthese von ['8F]FDG, einem weltweit hiufig eingesetzten PET-Radiotracer36,
Fur die [*®F]FDG-Synthese erfolgt die Radiomarkierung liber eine nukleophile Substitution der
Triflatgruppe des Vorlaufermolekiils 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-O-trifluormethanesulfonyl-S-D-
mannopyranose mit [*8F]Fluorid. Nach Hydrolyse der Schutzgruppen wird [*8F]FDG in hohen
radiochemischen Ausbeuten und spezifischen Aktivitdaten fur die Anwendung am Patienten
erhalten®72 (Abb.10 A).

Obwohl die nukleophile Substitution eine der verlasslichsten Methoden fir die
Markierung mit F-18 ist, sind hierflr in der Regel hohe Temperaturen, stark basische
Reaktionsbedingungen und toxische organische Lésungsmittel wie z.B. DMF notwendig’?. Fur
manche Molekiile, wie Proteine oder Antikorper, sind derartige Reaktionsbedingungen
ungeeignet’®. In solchen Fallen werden oftmals sog. prosthetische Gruppen eingesetzt. Dies
sind kleine organische Molekile, die unter den harten Reaktionsbedingungen, die fiir die F-18
Markierung mittels nukleophiler Substitution notwendig sind, stabil sind. Sie verfligen i.d.R.
zudem Uber einen Aktivester oder eine andere funktionelle Gruppe, wodurch nach erfolgter
Radiomarkierung die Konjugation der #F-markierten prosthetischen Gruppe an das
entsprechende Biomolekil unter milden Bedingungen erfolgt’. Ein Beispiel fir die
Verwendung einer prosthetischen Gruppe in der F-18-Radiochemie ist die in Abb. 10 B
gezeigte ¥F-Markierung von Proteinen mit [*8F]F-N-Succinimidyl-4-fluorobenzoat ([*8F]F-SFB).
Dazu wird in einer mehrstufigen Reaktion zunichst ['8F]F-SFB ausgehend von Ethyl-4-
trimethylammoniumbenzoat synthetisiert’”>. AnschlieBend erfolgt die Umsetzung der
prostethischen Gruppe mit dem Protein, bspw. HSA, Avidin oder IgG, unter milden
Reaktionsbedingungen (Abb. 10 B)’®.

Zudem kann eine Radiomarkierung mit Fluor-18 auch (iber einen Isotopenaustausch
durchgefiihrt werden, bei dem ein nicht radioaktives Isotop gegen das entsprechende
Radionuklid substituiert wird”’. Ein Beispiel fiir eine solche Radiomarkierung ist der *°F/8F-
Isotopenaustausch von siliziumbasierten Fluoridakzeptoren (SiFA) (Abb. 10 C)’Y78. Ein

weiteres Beispiel stellen BODIPY-Farbstoffe dar, die durch einen °F/*8F-Isotopenaustausch an
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der BF,-Gruppe radiomarkiert werden konnen’!. Aufgrund der geringen Stoffmenge an F-18

wird hierbei nur ein F-19-Atom ausgetauscht’®.
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1.2.3 Grundlagen PSMA-spezifischer Radiotracer

Bereits in den neunziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts wurden erste Versuche zur
Synthese selektiver GCP Il-Inhibitoren durchgefiihrt®1137.38 Dijese friihen Vertreter, die trotz
ihrer geringen Affinitdt die Grundlage fir das weitere Inhibitordesign bildeten, umfassten

nicht hydrolysierbare NAAG-Analoga oder verschiedene Glutamatderivate!.8081,

A P1 site P1’site
HO._O HO._O HO._O
fo) 1) R (0]
AcHN\)LN OH HO,E OH “O\ﬂ/{\N)LN N OH
3 : HH HH
HO\ﬂ/‘ " o H o 0 0
(0]
NAAG 2-PMPA urea based inhibitors

= (amino acid) residue

B
Oﬁ/\GluM,4 Hydrophobic contacts
" ~ Pharmakokinetic enhancement
¢
,0\ S—
m)I )K/\ Linker mmety/\[( ~ Radiolabel
P1" region P1 region
PSMA interaction
~ Receptor affinity

Abbildung 11 A) Strukturformeln der PSMA-Inhibitoren NAAG, 2-PMPA und harnstoffbasierter
Liganden382-8>_ B) Schematische Darstellung der Wechselwirkung eines harnstoffbasierten
PSMA-Liganden mit dem aktiven Zentrum des PSMAZ®®.

Die Forschung im Bereich Wirkstoffdesign erkannte in diesem Zusammenhang schnell, dass
ein potentieller Inhibitor flr eine erfolgreiche Inhibierung zwei strukturelle Anforderungen
erfillen muss. Diese sind zum einen eine Glutamatgruppe, welche an die C-terminale
Glutamaterkennungsstelle der Carboxypeptidase bindet und zum anderen eine Komponente
fur die Wechselwirkung mit den Zn?*-lonen des aktiven Zentrums. Unter Beriicksichtigung

dieser strukturellen Anforderungen gelang die Synthese des ersten potenten PSMA-Inhibitors
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2-(Phosphonomethyl)pentandisdure (2-PMPA), der zusammen mit NAAG die Grundlage einer
weiteren potenten Inhibitorklasse des PSMA bildet!8283(Abb. 5 A). Auf der Basis von NAAG
bzw. verschiedener 2-PMPA Abkémmlinge konnten harnstoffbasierte Aminosauredimere als
passende Kandidaten fiir GCP Il-Hemmung identifiziert werden!®28’  Ein essentieller
Unterschied der Harnstoffderivate im Vergleich zu NAAG und 2-PMPA besteht in der sog. P1-
Teil (P1-moiety) des Inhibitors. Der P1- bzw. P1’-Teil (P1- bzw. P1 -site) des Inhibitors ist die
Molekilkomponente, welche mit der S1- bzw. S1'-Teil (S1- bzw. S1’-site) des aktiven PSMA-
Zentrums wechselwirkt und sich in direkter Nachbarschaft zur zinkchelatierenden Funktion
befindet (Abb. 11 B)3%:588488 Harnstoffbasierte PSMA-Inhibitoren sind aus Glutaminsaure bzw.
Glutamat (P1’-Teil) und beispielsweise Cystein, Lysin, Leucin oder Tyrosin (P1-Teil) bzw.
Glutaminsdure aufgebaut®'18487 |n Analogie zu 2-PMPA und seinen Derivaten erfolgt auch
bei den harnstoffbasierten Liganden die Bindung im aktiven Zentrum des PSMA in S1°-Position
Uber die Glutamat-Funktion. Die Zink-Chelatierung erfolgt tiber das Carbonylsauerstoffatom
der Harnstofffunktion sowie (ber die P1'-Glutamat Carboxyfunktion?®, Fur die
Wechselwirkung mit dem S1-Teil des PSMA (S1 accessory pocket) ist der P1-Teil des Inhibitors
verantwortlich. Der P1-Teil des Liganden, der idealerweise eine negativ geladene Gruppe
aufweist, tritt dabei mit dem »Arginine patch” der S1-Seite in
Wechselwirkung!?16:20.21,858889 qurch das Zusammenspiel der Argininseitenketten Arginin-463
und Arginin-536 entsteht, der S1-site in Wechselwirkung. Der , Arginine patch” im aktiven
Zentrum des PSMA entsteht durch das Zusammenspiel der Argininseitenketten Arginin-463
und Arginin-5361%1620.21858889 pje Méglichkeit der Modifikation der P1-Seitenkette ist die
Grundlage fir harnstoffbasierte PSMA-Inhibitoren fiir die Bildgebung und Therapie des
PCall122031858688 FEin zysitzliches Strukturmerkmal, das fiir das Inibitordesign verwendet
wird, ist die ,arene-binding site”“. Diese befindet sich in der Ndahe zum 20 A langen
Eingangstrichter des aktiven Zentrums und tritt bevorzugt mit lipophilen (aromatischen)

Resten von PSMA-Liganden in Wechselwirkung?!
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1.2.3.1 PSMA-Liganden fiir die Bildgebung des PCa

Nach Identifizierung von PSMA als vielversprechendes Target beim PCa wurden fir die nicht
invasive Bildgebung und die Therapie zunachst radiomarkierte Antikorper entwickelt. Fir die
SPECT-Bildgebung wurden die Indium-111-markierten monoklonalen Antikérper [*'!In]in-
7E11-C5 (ProstaScint®) und [*'!In]In-J591 eingesetzt>®86°9°1 Fir die Durchfiihrung einer RLT
wurden der Lutetium-177-markierte Antikdrper [Y77Lu]Lu-J591 genutzt®®®2, Hauptnachteile
bei der Verwendung von Antikorpern waren allerdings die sehr lange Zirkulation im
Blutkreislauf bzw. eine lange biologische Halbwertszeit von 3-4 Tagen und eine schlechte
Tumorpenetration®. Harnstoffbasierte PSMA-Radioliganden haben gegeniber radioaktiv
markierten Antikorpern einige Vorteile, z.B. ein schnelleres Auswaschen aus dem Blutpool
sowie hohe Tumor-zu-Gewebe Verhiltnisse. Sie werden folglich fir die Bildgebung- und auch
fur die Therapie des PCa in der Nuklearmedizin bevorzugt®26°,

Fir die SPECT-Bildgebung beim Prostatakarzinom werden PSMA-Radioliganden
verwendet, die mit Gammaemittern markiert sind>%°2. An dieser Stelle sind vor allem die zwei
iodierten PSMA-Liganden [123[]I-MIP-1072 sowie ['2I]I-MIP-1095 zu nennen, welche fiir die
sog. first-in-man Evaluation hochaffiner PSMA-Liganden verwendet wurden®3. Beide
Inhibitoren zeigten ausgezeichnete pharmakokinetische sowie pharmakodynamische
Eigenschaften und konnten erfolgreich fir die Visualisierung von Weichteil- bzw.
Knochenlisionen ausgehend vom metastasierten Prostatakarzinom eingesetzt werden®3.
Auch verschiedene Technetium-99m-markierte Inhibitoren zeigten in verschiedenen
klinischen und praklinischen Studien grofRes Potential fiir die PSMA-vermittelte PCa-
Bildgebung mittels SPECT®*%, Trotz Vorteilen, wie z.B. einer Exkretion des Tracers Uber die
Nieren, ist die Anwendung von Technetium- oder lod-markierten PSMA-Liganden im
nuklearmedizinischen Alltag verschwindend gering. Die Griinde hierfiir liegen besonders in
der fehlenden Sensitivitat und der damit verbundenen niedrigen raumlichen Auflésung von
SPECT-Tracern®®.

Deutlich sensitivere Ergebnisse bei der Bildgebung des PCa wurden mit PET/CT-
Radiotracern erzielt. Der klinisch am haufigsten zum Einsatz kommende niedermolekulare
PSMA-Ligand ist der harnstoffbasierte PSMA-Inhibitor PSMA-11 (Abbildung 12)2. Dieser Ligand
basiert auf dem PSMA-Bindemotiv Glu-CO-Lys und enthalt den lipophilen Linker 6-

Aminohexansaure sowie den azyklischen bifunktionellen hexadentaten Chelator HBED-CC, der
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als N,Os-Donor sehr stabile Komplexe mit Ga3*, insbesondere in diesem Zusammenhang mit

dem dreiwertigen Radiometall [*8Ga]Ga3*, ausbildet3°” (Abbildung 12).

O
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o OH O
LA W N
HN HO o_.f_lillbsG,r_"_'tl_\_,
Ha
OH
: )Ol\ 0~ “OH S( R-NH OH
HO - OH 0}
Wﬁ” H R = Glu-CO-Lys-Ahx
0} o
PSMA 11 [°8Ga]Ga-PSMA-11

Abbildung 12 Strukturformel von PSMA-11 und schematische Darstellung des
Radiokomplexes [®®Ga]Ga-PSMA-11 fiir die PET/CT3197.

Die Einflihrung von [®3Ga]Ga-PSMA-11 in die klinische Anwendung brachte bis dahin eine nicht
erreichte Sensitivitat und Spezifitdt in der Diagnostik mittels PET/CT-Bildgebung und hat
mittlerweile einen enormen Einfluss auf die Diagnose, die Therapieplanung sowie auf die
Therapieliberwachung beim PCa. Besonders beim biochemischen Rezidiv (BCR) ist es nach
erfolgter initialer Therapie sehr wichtig exakte Informationen tber die Tumorlokalisation und
Tumorausbreitung zu erhalten, was mit der konventionellen Bildgebung, vor allem bei
niedrigen PSA-Werten, oftmals schwierig ist. Auch beim fortgeschrittenen Krankheitsbild ist
diese genaue Tumorausbreitung/Tumorlokalisation mittels PSMA-PET fiir eine mdgliche
PSMA-Liganden-Therapie von groRer Bedeutung. Ebenfalls kann [*8Ga]Ga-PSMA-11 bzw. das
PSMA-PET fur die Detektion von Lymphknoten- und Knochenmestastasen verwendet

werden1:2:98-100,

Neben [®3Ga]Ga-PSMA-11 werden auch Fluor-18-markierte Tracer eingesetzt. Obwohl
[®3Ga]Ga-PSMA-11 als klinischer Goldstandard gilt, kdnnen auch Fluor-18-markierte PSMA-
Inhibitoren Vorteile mit sich bringen. Fluor-18 besitzt eine deutlich geringere Positronen-
Energie als Gallium-68 (Eﬁ+ (Ga) = 1.90 MeV, Eg+ (F) = 0.65 MeV), was zu einer verbesserten
raumlichen PET-Auflésung aufgrund der geringeren Reichweite der Positronen fiihrt. Zudem
besitzt Fluor-18 eine langere Halbwertszeit. Zusatzlich kann F-18 in Zyklotronen in grofRen
Mengen hergestellt werden. Im Gegensatz zu dem %8Ge/%®Ga Generator kann so auch die

Menge der produzierten Aktivitdt an die Zahl der vorgesehenen Untersuchungen angepasst
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werden101-193 Neben den physikalischen sowie radiochemischen Aspekten unterscheiden
sich Fluor-18-markierte PSMA-spezifische Radiotracer gegeniiber Gallium-68-markierten
Tracern auch in ihren pharmakokinetischen Eigenschaften und sind beispielsweise vorteilhaft
fir die Detektion von Lokalrezidiven in der Prostataloge oder in der Detektion von
Lebermetastasen. Beispiele fir Fluor-18-markierte PSMA-Liganden in der klinischen

Anwendung sind [*8F]F-DCFPyL und ['8F]F-PSMA-1007%104105 (Abb. 13).
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Abbildung 13 Strukturformel der Fluor-18-markierten PSMA-Liganden [*8F]F-DCFPyL und
[8F]F-PSMA-1007104105,

Fiir die Radiomarkierung dieser beiden PSMA-spezifischen Radiotracer mit Fluor-18 wird eine
prosthetische Gruppe verwendet. Im Falle von PSMA-1007 erfolgt diese beispielsweise mit
der prosthetischen Gruppe 6-['®F]Fluornicotinsiure, die als Tetrafluorphenol-Aktivester an

den PSMA-Liganden gekoppelt wird%4,
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1.2.3.2 PSMA-Liganden fiir die Therapie des PCa

Die geringe Expression von PSMA in gesundem Gewebe bei gleichzeitiger Uberexpression
beim PCa bildete die Grundlage fiir die PSMA-spezifische Endoradiotherapie. Fiir diesen
Behandlungsansatz kommen ebenfalls harnstoffbasierte peptidomimetische PSMA-Liganden
zum Einsatz®. Diese werden dann mit a- oder B-Emittern, wie z.B. Actinium-225 und Lutetium-
177 markiert®41%, Der am hiufigsten klinisch eingesetzte Inhibitor ist der Ligand PSMA-617
(Abbildung 14). Dieser sog. theranostische, d.h. zu therapeutischen- und gleichzeitig
diagnostischen Zwecken einsetzbare, Ligand PSMA-617 besteht aus drei Komponenten, dem
Pharmakophor Glu-CO-Lys, dem Chelator DOTA, der sehr stabile Komplexe mit dreiwertigen
therapeutisch relevanten Nukliden '77Lu, *°Y oder 22°Ac bildet und demnach optimal fir die
Verwendung im Bereich der Radionuklidtherapie ausbildet. Das PSMA-Bindemotiv und der
Chelator werden bei dem Liganden PSMA-617 durch die hydrophoben Linkerfunktion 2-
Naphthyl-L-alanin  (2-Nal) und trans-Aminomethylcyclohexylcarbonsdure (trans-Amc)

verknipft.

N)J\/N NJ OH
0 ﬁg ol

NH @)

PSMA-617

Abbildung 14 Strukturformel von PSMA-617.

Der Linker 2-Nal-Amc verkniipft dabei nicht nur das PSMA-Bindemotiv Glu-CO-Lys mit dem
Chelator DOTA, sondern hat zudem grofRen Einfluss auf die Gesamtlipophilie des Radiotracers.
Diese Linker sind wichtig fiir eine hohe PSMA-spezifische Tumoraufnahme und haben groRen
Einfluss auf die Pharmakokinetik sowie die Biodistribution des Radiotracers®1%. Auch im Falle
von PSMA-617 wurden im Rahmen einer Struktur-Aktivitatsbeziehung verschiedene Linker

getestet, um den geeignesten Kandidaten fiir die klinische Translation zu identifizieren. Dabei
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hatten bereits kleine Modifikationen an der Struktur enorme Auswirkungen, sowohl auf die
PSMA-Affinitat und die spezifische Tumorinternalisierung als auch auf die Organverteilung.
Der Linker 2-Nal-Amc zeigte in Kombination mit DOTA sowie dem PSMA-Bindemotiv Glu-CO-
Lys letztendlich die besten Eigenschaften und wurde fiir die klinische Translation eingesetzt.
Die Verwendung von [Y’Lu]Lu-PSMA-617 in der Endoradiotherapie des PCa zeigt eine
substantielle Wirksamkeit mit sehr geringen Nebenwirkungen und ist gerade fiir den Fall des

mCRPC eine hervorragende Therapieoption®3>36:38 (Abb. 15).

vor PRLT nach PRLT

3 Zyklen
177L.u-PSMA-617 Therapie

VRIS | 68Ga-PSMA-11 PET Bildgebung S AT T0Rq =744, 8

Abbildung 15 Fallbeispiel eines 61-jdhrigen Patienten mit diffuser PCa-geschuldeter
Knochenmetastasierung (Klinik fiir Nuklearmedizin, Universitdtsklinikum des Saarlandes).
PET-Bildgebung mit [8Ga]Ga-PSMA-11 vor und nach drei Zyklen PRLT mit [*"’Lu]Lu-PSMA-617.
Die PET-Bildgebung nach RLT zeigt eine minimale Resterkrankung unter drastischer Reduktion
des PSA-Wertes.

Ein Fallbeispiel fir die Wirksamkeit der [Y”’Lu]Lu-PSMA-617 Endoradiotherapie bei einem
Patienten mit fortgeschrittenem PCa ist in Abb. 15 gegeben. Die PET-Bildgebung mit [®3Ga]Ga-
PSMA-11 zeigt nach drei Zyklen PRLT mit [*’Lu]Lu-PSMA-617 eine drastische Remission der

PCa-geschuldeten Tumorlast bei deutlicher Reduktion des PSA-Wertes.
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Ein sehr wichtiger Punkt der PSMA-gerichteten Radioligandentherapie ist die Ermittlung der
Dosimetrie. Darunter versteht man die Abschatzung der Strahlenbelastung des gesamten
Organismus sowie einzelner Organe. Im Falle einer PSMA-gerichteten Radioligandentherapie
mit [Y”’Lu]Lu-PSMA-617 kann die physiologische Expression des PSMA in den Nieren und den
Speicheldriisen zu einer unerwiinschten Strahlenexposition dieser Organe fihren. Vor der
allgemeinen Verwendung in der Klinik muss die Dosimetrie des Radiotracers bestimmt
werden, um die optimale (patientenindividuelle) Aktivitdit zu ermitteln, die eine
Tumorbestrahlung mit der maximal absorbierten Dosis ermdglicht, ohne dabei die
empfohlenen Schwellenwerte fiir die Nieren sowie die Speicheldriisen zu tberschreiten?’,
Aufgrund der physikalischen Eigenschaften von Lutetium-177 (10.4 % Emission eines Photons
mit einer Energie von 208 keV) erfolgt die Dosimetrie wahrend der [Y7Lu]Lu-PSMA-617
Endoradiotherapie mittels SPECT/CT-Bildgebung. So kann die absorbierte Dosis in den
kritischen Organen und den Tumorldsionen wahrend des Zyklus abgeschatzt werden.

Trotz des guten Therapieansprechens bei der Behandlung mittels [/’Lu]Lu-PSMA-617
kénnen bei manchen Patienten nach mehreren Behandlungszyklen jedoch Resistenzen gegen
die PSMA-vermittelte Radioligandentherapie mit Lu-177 auftreten®. Fir derartige
Patientenkohorten erweildt sich die PSMA-vermittelte Radioligandentherapie mit a-Strahlern
als nutzliche Alternative®1%, Ein wichtiges Beispiel ist die Therapie mit [*2°Ac]Ac-PSMA-617.
Die kurze Reichweite von Alphastrahlung im menschlichen Gewebe von nur wenigen
Zelldurchmessern (< 0,1 mm) ermoglicht die selektive Abtotung der Krebszellen unter
Schonung des umliegenden gesunden Gewebes. Gleichzeitig ist die Energie des a-Teilchens
von mehreren MeV hoéher als die der B~ -Teilchen und fihrt zu einer hochwirksamen
Zelltétung®®1%, Ein groBer Nachteil bei einer Therapie an [?2°Ac]Ac-PSMA-617 ist hingegegen
die beobachtete Mundtrockenheit als Nebenwirkung, die besonders bei hohen Aktivitaten des
Radiotracers auftritt®. Um die Nebenwirkungen zu verringern und dennoch die physikalischen
Eigenschaften der Alphastrahler auszunutzen, kann eine sog. Tandemtherapie durchgefiihrt
werden. Hierbei wird ein Cocktail aus [Y’Lu]Lu-PSMA-617 und kleinen Aktivititen an
[22°Ac]Ac-PSMA-617 appliziert. Dies hat den Vorteil, dass bei vergleichbarem
Therapieansprechen zur [22°Ac]Ac-PSMA-617 Monotherapie die Nebenwirkungen minimiert
werden. Die Tandemtherapie zeigt ein enormes Potenzial in der Behandlung des mCRCP und
kann bei einem Resistenz geschuldeten Progress durch die Emittierung der hochenergetischen

a-Partikel einen therapeutischen Effekt verursachen, bei gleichzeitiger Minimierung von
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Nebenwirkungen®. Ein Beispiel fiir eine [Y77Lu]Lu-PSMA-617/[?*Ac]Ac-PSMA-617 Tandem-
Therapie ist in ist in Abb. 16 aufgefiihrt. Das Beispiel zeigt einen Patienten (Klinik flr
Nuklearmedizin, Universitatsklinikum des Saarlandes) mit Progress der Erkrankung nach drei
Therapiezyklen mit [*’Lu]Lu-PSMA-617. Nach Behandlung mit der [*’Lu]Lu-PSMA-
617/[>2°Ac]Ac-PSMA-617 Tandemtherapie konnte eine partielle Remission der

Metastasierung erzielt werden.

1x Tandem
25Ac/'TTLUPSMA

)

3x cycles
TTLUPSMA

A\

L4

05/2017 02/2018 05/2018
PSA=142 ng/ml PSA=486 ng/ml PSA=213 ng/ml

Abbildung 16 PET-Bildgebung eines Patienten mit mCRPC nach [*"7Lu]Lu-PSMA-617/[**>Ac]Ac-
PSMA-617-Tandemtherapie (Klinik fiir Nuklearmedizin, Universitatsklinikum des Saarlandes).
A) Tumorausbreitung vor [*’Lu]Lu-PSMA-617 Monotherapie. B) Progression der Erkrankung
nach 3 Zyklen [*”7Lu]Lu-PSMA-617 Monotherapie. C) Partielle Remission der Erkrankung nach
[Y77Lu]Lu-PSMA-617/[*?°Ac]Ac-PSMA-617 Tandemtherapie®*.

Ein weiterer Nachteil bei Therapien mit Actinium-225 ist allerdings, dass die Ermittlung der
Dosimetrie mittels SPECT-Bildgebung aufgrund der fehlenden Gammaemission nicht moéglich
ist. Die Bestimmung der individuellen Strahlenbelastung jedes einzelnen Patienten ist
allerdings gesetzlich vorgeschrieben. Aufgrund der wachsenden Anzahl an ?2°Ac-markierten
Tracern in der Nuklearmedizin sind daher Informationen (iber die Dosimetrie sehr wichtig, um
die individuelle Strahlenbelastung ermitteln sowie die Therapie individuell fiir jeden Patienten
planen zu kénnen®. Derzeit wird die Dosimetrie von 22>Ac-markierten Radiotracern entweder
aus Daten aus Tierversuchen extrapoliert und/oder aus den Dosimetriedaten von dhnlichen

Radiotracern, hier z.B. [*”/Lu]Lu-PSMA-617, abgeschatzt.
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1.2.3.3 Multimodale PSMA-Liganden

1.2.3.3.1 Fluoreszierende PSMA-Radioliganden

Eine neuartige Klasse an PSMA-Radiotracern sind sog. multimodale PSMA-Liganden, welche
durch ihre chemische Struktur eine weitere medizinische Anwendung ermdoglichen. Wichtige
Beispiele fiir solche multimodalen Verbindungen sind fluoreszierende PSMA-Liganden. Diese
sind aus einem PSMA-gerichteten Vektor, einem BFC fir die Markierung mit Radiometallen
sowie zusatzlich aus einem geeigneten Fluoreszenzfarbstoff aufgebaut und kombinieren die
Vorteile der Fluoreszenzbildgebung mit denen nuklearmedizinischer Bildgebungsverfahren

(Abb. 17)108.
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Abbildung 17 Strukturformeln der hybriden PSMA-Liganden Glu-CO-Lys-HBED-CC-PEG,-STAR-
RED%?, Glu-CO-Lys-HBED-CC-IRDye800CW% und Glu-CO-Lys-2-Nal-Chx-Lys-IRDye800CW-
DOTAMO,

Insbesondere bei metastasierten Prostatakarzinom kénnen solche fluoreszierende PSMA-
Radioliganden wahrend einer Lymphadenektomie fiir die chirurgische Resektion von PSMA-
positiven Lymphknotenmetastasen eingesetzt werden. Die exakte Lokalisation solcher
Lymphknotenmetastasen wahrend der Operation stellt oftmals aufgrund vorangegangener
Operationen (Prostatektomie) eine Herausforderung dar, da sich hierdurch die Lage der
Lymphknoten stark &ndern kann1®1 Dje genaue Erkennung und vollstindige Resektion von
Tumorgewebe ist jedoch fiir den Behandlungserfolg von groRer Bedeutung. Mit einem PSMA-

spezifischen Radiotracer konnen Lymphknotenmetastasen bereits jetzt mittels PET vor der
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Operation lokalisiert werden, allerdings gestaltet sich die vollstindige Resektion aller
Metastasen trotzdem noch schwierig. Fluoreszierende PSMA-Radioliganden erlauben dem
Operateur dann zusatzlich mittels fluoreszierender Operationssonden die visuelle Detektion
der Lymphknotenmetastasen sowie die Diskriminierung zwischen gesundem und tumordsem
Gewebe. Ein Beispiel fiir einen fluoreszierenden PSMA-Liganden, mit dem das Prinzip der PET-
Fluoreszenz Hybridbildgebung auch im Patienten gezeigt werden konnte, ist der PSMA-
gerichtete Radiotracer PSMA-914 (Glu-CO-Lys-(HE)3-HBED-CC-IRDyeCW800, H = Histidin, E =
Glutaminsdure) (Abb. 18)*L,

Abbildung 18 Fallbeispiel fir PET/CT-Fluoreszenz-Hybrid-Bildgebung eines Patienten mit
einem Hochrisiko Prostatakarzinom. A) Prdoperative PET/CT Bildgebung mit [*8Ga]Ga-Glu-CO-
Lys-(HE)3-HBED-CC-IRDye800CW ([®8Ga]Ga-PSMA-914) 1 h nach Injektion mit starker
Anreicherung im Tumor (Pfeil). B) Visualisierung Primartumor nach Anreicherung von PSMA-
914 im Rahmen der DaVinci-assistierten Fluoreszenz gesteuerten chirurgischen Resektion
(Gabe von nicht radioaktivem Ga-PSMA-917 am Folgetag). C) Ex situ Fluoreszenzdetektion
nach Tumorresektion. D) + E) Kontrast zwischen boésartigem (grin fluoreszierend) und
gutartigem Gewebe (kein optisches Signal)!*L.

[®Ga]Ga-PSMA-914 zeigte 1 h nach intravendser Gabe im Rahmen der prioperativen PET/CT-
Bildgebung eine spezifische Anreicherung des Radiotracers und somit eine genaue
Lokalisation des Tumors. 24 h nach der prdoperativen PET/CT-Bildgebung erfolgte nach
erneuter Gabe des nicht radioaktiv markierten Precursors PSMA-914 die daVinci-assistierte
Fluoreszenz gesteuerte Tumorresektion. Die konsekutive ex situ Fluoreszenzdetektion zeigte
einen hohen Kontrast zum umgebenden gesunden Gewebe und bildete die Grundlage fir die

daVinci-assistierte chirurgische Resektion des verbliebenen PSMA-positiven Gewebes!!!. Mit
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diesem Liganden konnten im Rahmen der PET-Fluoreszenz Hybridbildgebung die Limitationen
der beiden Bildgebenden Verfahren, bspw. die geringe Gewebeeindringtiefe der optischen

Fluoreszenzbildgebung, iberwunden werden08112.113,

1.2.3.3.2 Radiohybrid-Liganden

1.2.3.3.2.1 Charakteristika und allgemeiner Aufbau radiohybrider Tracer

Radiohybrid-Liganden sind eine neuartige Klasse an Radiotracern, die kontinuierlich an
Bedeutung gewinnt. Sie sind durch die strukturelle Besonderheit charakterisiert, dass sie mit
zwei unterschiedlichen Radionukliden markiert werden kénnen. Dies erlaubt sogenannte
theranostische Anwendungen, d.h. eine Bildgebung als auch eine Endoradiotherapie mit einer
einzigen Verbindung. Je nach Anwendung wird die Verbindung dann mit einem diagnostischen
oder einem therapeutischen Radionuklid markiert, wohingegen die zweite Funktion mit einem
nichtradioaktiven Isotop markiert wird. Der entscheidende Vorteil liegt in der identischen
Summen- und Strukturformel der diagnostischen und therapeutischen Substanz, so dass beide
Verbindungen ebenfalls eine identische Bioverteilung aufweisen°-1%2, Ein wichtiges Beispiel
sind radiohybride PSMA-Liganden, die aus dem Komplexbildner DOTAGA und einem
Fluoridakzeptor aufgebaut sind (siehe Kap. 1.2.3.3.2.2)%01,102,114,

Neben den Radiohybrid-Liganden auf der Basis von einem Metallchelator und einem
Fluorid-Akzeptor kénnen Radiohybrid-Liganden auch zwei unterschiedliche Metallchelatoren
enthalten. In der Literatur sind solche Konstrukte mit zwei Komplexbildnern bisher wenig
beschrieben!?118 So hat Wienhoff et al. ein Bombesinderivat beschrieben, welches die
beiden Komplexbildner DOTA und NOTA enthilt und mit dem Betaemitter *°Y und dem
Positronenemitter %Cu markiert ist!!>. Allerdings erfolgte kein Nachweis U(ber die
regioselektive Komplexierung der beiden Radiometalle. In der Arbeit von Wurzer et al. wurde
ein Konstrukt entwickelt, welches einen auf Cyclen und einen zweiten auf TACN Basis
Komplexbildner in einem Molekil vereint!!®. Die Chelatoren beinhalten weitere
Modifikationen an den beiden Makrozyklen mit Phosphinatarmen, die insbesondere fir die
Komplexierung von dreiwertigem Gallium geeignet sind. Die untersuchte Metallkombination
war Bi-213 (Alphaemitter, ti1/2 = 46 min) und Ga-68 (Positronenemitter, t12 = 68 min). Analog
zu dem in dieser Arbeit verfolgten Ansatz besitzt 2!3Bi keine Gammaemissionen, die eine
Bestimmung der Dosimetrie mittels bildgebenden Verfahren ermdéglichen wiirden. In diesem

Fall erfolgt dann die Bildgebung mittels PET unter Verwendung von Ga-68. Allerdings ist dieser
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Ansatz aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit von Ga-68 und der schlechten
Komplexierungeigenschaften der verwendeten Chelatoren fir ®Cu fir 22°Ac-basierte
Therapeutika, wie in dieser Arbeit angestrebt, ungeeignet. Ein weiteres Beispiel von Notni et
al. vereint ebenfalls zwei Chelatoren in einem Molekdl, allerdings lag in dieser Arbeit der
Schwerpunkt auf der Entwicklung einer PET/MRT Sonde auf Basis von nichtradioaktivem Gd3*
als MRT Kontrastmittel und Ga-68 als PET Isotop!'’. In einer weiteren Arbeit von Kumar et al.
wurden in dendrimeren Strukturen verschiedene Chelatoren in einem Konstrukt vereint,
ebenfalls mit dem Ziel der Entwicklung einer PET/MRT Sonde!!®, Hervorzuheben ist, dass in
keiner der Arbeiten die regioselektive Komplexierung der beiden (Radio)metalle

nachgewiesen wurde und das Radionuklidpaar Ac-225/Cu-64 nicht untersucht wurde.
1.2.3.3.2.2 Radiohybride PSMA-Liganden

Wie in Kap. 1.2.3.3.2.1 bereits beschrieben, gewinnen radiohybride PSMA-Liganden (rhPSMA)
zunehmend an Bedeutung, da sie, aufgrund der identischen Summen- und Strukturformel,
theranostische Anwendungen erlauben'®192 Dijes ist derzeit beim Prostatakarzinom nicht der
Fall, da fir die Diagnostik ®8Ga-markiertes PSMA-11 und furr die Therapie ’’Lu-markiertes
PSMA-617 eingesetzt wird. Ein Vertreter dieser neuen Generation an Radiotracern ist der

radiohybride Ligand rhPSMA-7.3 (Abb. 19).

PET/CT Bildgebung

Abbildung 19 Strukturformel des radiohybriden PSMA-Liganden rhPSMA-7.31%2, |In Blau:
SiFA-Gruppe zur Markierung mit Fluor-18 fir die PET/CT-Bildgebung. In Griin: DOTAGA-
Chelator zur Komplexierung von Radiometallen fiir die Endoradiotherapie.
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Der radiohybride PSMA-Ligand rhPSMA-7.3 ist zum einen aus dem Radionukidchelator
DOTAGA aufgebaut, der die Komplexierung verschiedener therapeutischer Radiometalle, wie
Actinium-225 oder Lutetium-177 bzw. mit deren nicht radioaktiven Isotpen ermdglicht.
AulRerdem enthalt er den Organosilizium basierten Fluoridakzeptor (SiFA), der Giber einen
Fluor-19/Fluor-18-Isotopenaustausch die Radiomarkierung mit Fluor-18 erlaubt (vgl. Kap.
1.2.2.2). Fir die PET/CT-Bildgebung wird rhPSMA-7.3 mit dem Positronenemitter Fluor-18 und
dem stabilen Isotopen von Lutetium-177 "Lu markiert. Fir die Endoradiotherapie erfolgt die
Radiomarkierung mit dem Betaemitter ’/Lu und dem stabilen Fluor-19. Sowohl! [*8F, "Lu]-
markierte PSMA-Ligand fiir die Diagnostik als auch der [*°F, ”’Lu]-markierte Radiohybrid fur
die Therapie haben somit eine identische Strukturformel und folglich auch eine identische

Bioverteilung©%102,
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2 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit lag in der Entwicklung von multifunktionellen PSMA-
spezifischen Radiotracern. Diese kdnnen aufgrund ihrer chemischen Struktur gleichzeitig fir
nuklearmedizinische und weitere medizinische Anwendungen genutzt werden. Wichtige
Beispiele sind zum einen fluoreszierende PSMA-Liganden, die die Vorteile der
Fluoreszenzbildgebung mit denen nuklearmedizinischer Bildgebungsverfahren kombinieren
und zum anderen radiohybride PSMA-Liganden, welche fiir theranostische Anwendungen

genutzt werden kdnnen.

Das erste Ziel der Arbeit war die Entwicklung von bimodalen PSMA-spezifischen Radiotracern
fur die PET/Fluoreszenz-Bildgebung auf der Basis von BODIPY-Farbstoffen. Diese kdnnen
durch einen °F/18F-Isotopenaustausch gleichzeitig sowohl als Fluoreszenzfarbstoff als auch
als Radiolabel eingesetzt werden. Eine solche Verbindung wiirde analog zu den in Abschnitt
1.2.3.3.1 gezeigten Beispielen eine prachirurgische PET-Bildgebung als auch eine
fluoreszenzassistierte Lymphadenektomie ermdoglichen. Aufgrund der Sensitivitat der BODIPY
Farbstoffe gegeniliber sauren und basischen Reaktionsbedingungen sollten geeignete
Syntheserouten fiir die Darstellung von BODIPY-PSMA-Liganden etabliert werden. In einer
Struktur-Aktivitatsstudie sollten dann hochaffine BODIPY-PSMA-Liganden als Kandidaten fir
weitere Charakterisierungen im Tiermodell identifiziert werden. Weiterhin sollten diese
Verbindungen hinsichtlich ihrer Fluoreszenzeigenschaften, PSMA-vermittelter
Zellinternalisierung und Stabilitdit sowie hinsichtlich ihrer Anwendung in der

Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden.

In einem zweiten Teil sollten dann radiohybride Konstrukte ahnlich zu den in Abschnitt
1.2.3.3.2 beschriebenen Verbindungen entwickelt werden. Im Gegensatz zu dem bereits in
der Literatur beschriebenem Ansatz sollten in dieser Arbeit Radiohybridliganden entwickelt
werden, die mit zwei Radiometallen markiert werden kénnen. Die Kombination von zwei
Chelateinheiten bzw. Radiometallen ermoglicht nicht nur ein breiteres Anwendungsspektrum
solcher Konstrukte, sondern ebenfalls bisher nicht realisierbare Anwendungen. Die
Herausforderung hierbei besteht in der regioselektiven Komplexierung der beiden Metalle
durch den jeweiligen Chelator, um die Bildung eines homogenen radioaktivmarkierten
Produkts sicherzustellen. Fir den in dieser Arbeit verfolgten Ansatz sollte dazu zunachst ein
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Dichelatormodellkonstrukt synthetisiert werden, um die regioselektive Komplexierung der
Metallkationen (auf nichtradioaktiver und radioaktiver Ebene) mittels verscheidener
spektroskopischer Verfahren nachzuweisen. Zuletzt sollte zur Identifizierung eines
hochaffinen PSMA-spezifischen Radiohybridliganden auf Basis von zwei Chelatoren ebenfalls

eine Struktur-Aktivitatsstudie durchgefiihrt werden.
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3  Ergebnisse und Diskussion
3.1 BODIPY-PSMA-Liganden

Eine vielversprechende Gruppe von Fluorophoren fir die Fluoreszenzbildgebung in der
Medizin ist die Farbstoffklasse auf Basis des 4,4-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacens

(Difluorbor-Dipyrromethen = BODIPY) Grundgerists (Abb. 20)19-121,

J = =

3 ,B\ 5
© FF
3a 4a

BODIPY 1

Abbildung 20 A) Strukturformel und IUPAC-Nomenklatur des BODIPY-Grundgeristst?, B)
Strukturformel der BODIPY-Carbonsaure 1.

BODIPY-Farbstoffe wurden erstmals von Treibs und Kreuzer, ausgehend von 2,4-
Dimethylpyrrol synthetisiert und gewannen seitdem stets an Bedeutung!??. Sie sind
charakterisiert durch einzigartige chemische, physikalische sowie spektroskopische
Eigenschaften wie z.B. den hohen molaren Absorptionskoeffizienten, hohen
Quantenausbeuten, Fluoreszenzlebenszeiten im Bereich von Nanosekunden, geringen Stokes-
Verschiebungen und die hohe Photostabilitdt!?1123-12’ Das zunehmende Interesse an diesen
Fluorophoren hat zu einer genaueren Untersuchung der Chemie des BODIPY-Kerns selbst
gefluhrt und gezeigt, dass strukturelle Modifizierungen am Grundgerist in a-, B- oder meso-
Position die chemischen, physikalischen bzw. spektroskopischen Eigenschaften stark
beeinflussen kdonnen. Besonders aromatische Substituenten in der 3,5-Position haben
aufgrund der Erweiterung des aromatischen Systems eine erhebliche Auswirkung auf die
spektroskopischen und photophysikalischen Eigenschaften des Fluorophors. Solche
Substituenten kdnnen u.a. durch die Knoevenagel-Kondensation aromatischer Aldehyde mit
einer aciden Methylgruppe oder durch eine Palladium katalysierte Kreuzkupplung zwischen

einem elektronenarmen halogenierten BODIPY-Kern mit dem entsprechenden Nukleophil
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eingefiihrt werden. Diese Modifikation fiihrt zu einer bathochromen Verschiebung der
Absorptions- und Emissionsmaxima bis hin zum Nahinfrarot Bereich (NIR-Bereich) des
elektromagnetischen  Spektrums. Darliber hinaus kdénnen durch synthetische
Kernmodifikationen unterschiedliche funktionelle Gruppen eingefiigt werden, die eine
Konjugation des Farbstoffes, bspw. Uber eine Carbonsdurefunktion in meso-Position, an
weitere Biomolekile erlaubt!?123, BODIPY-basierte Sensoren fiir die biomedizinische
Forschung wurden erfolgreich zur spezifischen Bildgebung subzellularer Kompartimente, als
sensitive Bildgebungssonden fiir verschiedene tumorassoziierte Rezeptoren oder
Uberexprimierte Zielproteine sowie zum Screening wichtiger Biomolekile fur die selektive
Bildgebung und Visualisierung biologischer Prozesse eingesetzt119128-131,

Eine weitere Besonderheit dieser Stoffklasse ist die Moglichkeit den Positronenemitter
Fluor-18 durch einen Lewis-Sdure-katalysierten 1°F/*F-Isotopenaustausch an der
Bordifluoridgruppe einzufiihren, was BODIPY-Farbstoffe zu verheiBungsvollen Fluorophoren
fur die Entwicklung von dualen PET/CT-Tracern macht’’. Im Gegensatz zu herkdmmlichen
Ansatzen, bei denen sowohl der Fluoreszenzfarbstoff als auch das Radiolabel kovalent an den
Zielvektor kovalent gebunden werden missen (vgl. Kap. 1.2.3.3.1), vereint der BODIPY-
Farbstoff beide Moglichkeiten in einem Molekdl. Der Isotopenaustausch erfolgt dabei direkt
durch die Umsetzung des BODIPY-Fluorophors mit einer Lewis-Sdure und azeotrop
getrockentem [*®F]FF mit einem  organischen  Gegenion wie z.B dem
Tetrabutylammoniumkation. Andere Ansatze zur Radiomarkierung substituieren zunachst ein
Fluoratom gegen eine OH- oder OTf-Funktion gefolgt von der Umsetzung mit [*8F]F/KHF2 bzw.
tragerfreiem (non carrier added, n.c.a.) [*®F]F. Dieses Prinzip wurde in verschiedenen
praklinischen Arbeiten bereits erfolgreich demonstriert’”’. Liu et al. beispielsweise
entwickelten einen Integrin a,fB3-spezifischen BODIPY-RGD-Tracer, der nach absolviertem
19k /18F-|sotopenaustausch sowohl in ex vivo Fluoreszenzuntersuchungen als auch in microPET-
Studien fir die duale Bildgebung des humanen Glioblastoms in U87-Xenografttragenden
Mausen verwendet wurde’’. Auch fur die Entwicklung von bimodalen PSMA-Inhibitoren
wurden BODIPY-Fluorophore bereits verwendet!32. Alquicer et al. berichteten tUber den mit
einem BODIPY-PSMA-Ligand Glu-CO-Lys-X-TMR, der zur Identifizierung neuer GCP-II-
gerichteter Liganden mittels einem Hochdurchsatz Fluoreszenzpolarisationsassays verwendet
wurde®33, Son et al. entwickelten ein PSMA-Konjugat auf Basis des NIR-Farbstoffs

BODIPYes0/665 Mit einer etwa zehnfach geringeren Affinitat als der potente PSMA-Inhibitor ZJ-
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43. Das BODIPY-PSMA-Konjugat zeigte eine spezifische Aufnahme in PSMA-exprimierenden
Zellen und ermoglichte mit Hilfe der optischen Fluoreszenzbildgebung die Visualisierung von
PSMA-positiven Tumoren im Mausmodell34,

Ein '8F-markiertes BODIPY-PSMA-Konjugat wurde, nach aktuellem Wissensstand,
allerdings in der Literatur noch nicht beschrieben. Als Farbstoff fiir das vorliegende Projekt
wurde der BODIPY-Farbstoff 1 verwendet (Abb. 20 B), der im Rahmen einer Kooperation mit
der Arbeitsgruppe fiir Biophysikalische Chemie von Herrn Prof. Dr. Jung der Universitat des
Saarlandes zur Verfligung gestellt wurde. Dieser Farbstoff 1 ist fliir die Entwicklung von
hybriden PSMA-spezifischen Radiotracern sehr vorteilhaft, da er gleichzeitig
Radiolabel/Fluoreszenzfarbstoff (s.0.) und, aufgrund seiner chemischen Struktur, an
verschiedene Biomolekiile konjugiert werden.

Fiir die Synthese der BODIPY-PSMA-Konjugate wurden in diesem Projekt, neben dem
Farbstoff 1, das PSMA-Bindemotiv Glu-CO-Lys und die Spacer der klinisch eingesetzten PSMA-
spezifischen Radiotracer PSMA-11 sowie PSMA-617 verwendet (vgl. Kap. 1.2.3.1 und 1.2.3.2).
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3.1.1 Synthese und Charakterisierung von BODIPY-PSMA-Biokonjugaten

Fiir die Darstellung von BODIPY-PSMA Radiotracern erfolgte zunachst die Synthese des PSMA-
Bindemotivs Glu-CO-Lys mittels Festphasensynthese (engl. solid phase peptide synthesis,
SPPS) unter Verwendung eines 2-Chlortritylchlorid Harzes (2-CTC). Diese Methode besticht
durch die Moglichkeit der einfachen Abtrennung von Reagenzien und den damit schnellen
Aufbau von Molekilstrukturen im Gegensatz zur herkdmmlichen Synthese in Losung. Die
Durchfiihrung erfolgte in Analogie zu Eder et al. mit leichten Modifikationen, bspw. der
Verwendung von 1,1°-Carbonyldiimidazol (CDI) fiir die KnUpfung der Harnstoffgruppe anstelle

von Triphosgen (Abb. 21)31:135,
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Abbildung 21 Festphasensynthese des geschiitzten PSMA-Bindemotivs.

Zundachst erfolgt die Immobilisierung des N-a-Fmoc-N-e-Alloc-L-Lysins durch Reaktion der
freien Carbonsaurefunktion mit der 2-Chlorotritylchlorid Funktion des 2-CTC Harzes unter
basischen Bedingungen. Nach Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe in a-Position erfolgt die
CDI-vermittelte Kniipfung der Harnstoff-Bindung3>. Nach vollstiandigem Eduktumsatz wurde
die gebildete Acyl-Imidazoyl Zwischenstufe, welche massenspektrometrisch als Kation mit
einem m/z fur [M + H]* = 354.1 nachgewiesen wurde, unter basischen Konditionen mit der 2-
CTC immobilierten Startaminosdure N-g-Alloc-L-Lysin umgesetzt. AnschlieRend erfolgte die
Pd-katalysierte Entfernung der Alloc-Schutzgruppe in g-Position durch die Verwendung von

[Pd(PPh3)4] und Morpholin als Nukleophil. Zur Uberpriifung der Entschiitzung bzw. der
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Reaktion wurde ein Teil des Harz-immobiliserten zweifach tert.butyl-geschiitzten PSMA-
Bindemotivs durch Inkubation in einer 1 % TFA-L6sung in Dichlormethan abgespalten und ein
Aliquot per Massenspektrometrie untersucht. Dabei wurde ein Kation der Masse [M + H]* =
432.3 m/z identifiziert, welche dem zweifach tert.Butyl-geschitzten Harnstoffderivat
entspricht. Das Harz wurde danach fiir die Einfihrung unterschiedlicher Spacer mittels

Folgereaktionen mit Fmoc-geschiitzten Aminosaurederivaten verwendet (Abb. 22).
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Abbildung 22 Allgemeine Syntheseroute der in dieser Arbeit entwickelten BODIPY-PSMA-
Liganden 5,6, 7 und 8.

Fir die Darstellung der BODIPY-PSMA-Biokonjugate wurde eine Kombination aus
Festphasensynthese und Kopplung in Losung gewahlt. Fir die Synthese PSMA-spezifischer
Radiotracer mittels Festphasensynthese erfolgt im letzten Schritt der Syntheseroute die
Abspaltung vom Harz sowie die Hydrolyse der tert.Butylester, unter stark sauren
Reaktionsbedingungen. Studien von Rumyantsev et al. zeigten allerdings, dass es bei BODIPY-
Farbstoffen in stark sauren Medien zu einer partiellen Abspaltung der BF,-Gruppe des BODIPY-
Grundgeriists kommen kann'3¢, Es fiihrt zur Léschung der Fluoreszenz und eine
Radiomarkierung mittels °F/*8F-Isotopenaustausches kann ebenfalls nicht mehr durchgefiihrt

werden.
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Folglich erfolgte die Kopplung der verschiedenen Fmoc-geschiitzten Linker mittels
Festphasensynthese und die finale Konjugation der BODIPY-Carbonsaure 1 in Losung. Die
Kopplungsreaktionen der Fmoc-geschitzen Linker erfolgten in Analogie zu den Arbeiten von
Eder et al. mit O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’"-tetramethyluronium-hexafluorphosphat
(HATU) als Kopplungsreagenz. Fiur die Erstellung einer Struktur-Aktivitdts-Beziehung
neuartiger PSMA-Konjugate wurden vier unterschiedliche Linker/Spacer zwischen PSMA-
Bindemotiv und Fluorophor hergestellt. Um einen Einblick tGber den optimalen Abstand
zwischen der Glu-CO-Lys-Einheit und dem BODIPY-Farbstoff 1 zu erhalten, wurden entweder
kein Spacer, ein oder zwei 6-Aminohexansdurereste (Ahx) eingefiihrt. Flr das vierte Derivat
wurde der 2-Naphthylalanin-aminomethylcyclohexylsdure (2-Nal-Amc) Spacer in Analogie zu
PSMA-617 verwendet.

Nach der Linker-Konjugation erfolgte die Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe mit
Piperidin. Danach wurden die verschiedenen Harze zur Abspaltung und Hydrolyse der
tert.Butylester mit einem Cocktail aus TFA:Triisopropylsilan:H,0 (95: 2.5: 2.5, % v/v) fiir 3 h
bei Raumtemperatur inkubiert und die peptidomimetischen Vorstufen der BODIPY-PSMA-
Liganden GIlu-CO-Lys, 2, 3 und 4 mittels Diethylether ausgefillt. Das Losungsmittel wurde
anschlieBend dekantiert und die Reinheit der Zwischenstufen massenspektrometrisch
bestimmt. Fir alle Zwischenstufen wurde dabei eine ausreichende Reinheit fur die BODIPY-

Konjugation in Losung beobachtet (Tabelle 3).

Tabelle 3 Massenspektrometrische Uberpriifung der peptidomimetischen BODIPY-PSMA-
Vorstufen mit unterschiedlichen Spacern.

Verbindung LR-ESI-MS m/z fiir [M + H]*
Glu-CO-Lys Ber.: 320.1, Gef.: 320.2
Glu-CO-Lys-Ahx 2 Ber.: 433.2, Gef.: 433.3
Glu-CO-Lys-Ahx-Ahx 3 Ber.: 546.3, Gef.: 546.6
Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc 4 Ber.: 656.3, Gef.: 656.5

Fir die Synthese der BODIPY-PSMA-Biokonjugate wurde danach in einem typischen
Reaktionsschritt BODIPY-Carbonsdure 1 in DMF vorgelegt und die Carbonsaurefunktion mit
HATU/DIPEA aktiviert. Besonders wichtig war dabei, dass im Gegensatz zur

Festphasensynthese kein Uberschuss an HATU/DIPEA zugegeben wurde, da Nebenreaktionen
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der freien Glutaminsdure- bzw. Lysin-Carbonsduregruppen von Glu-CO-Lys, 2, 3 oder 4 durch
eine Aktivierung mit einem HATU-Uberschuss erwartet wurden. Nach 5 min Inkubationszeit
bei Raumtemperatur wurde die aktivierte BODIPY-Carbonsdure 1 zu den Zwischenstufen Glu-
CO-Lys, 2, 3 bzw. 4 gegeben und die Reaktionsmischung fiir zwei weitere Stunden bei dieser
Temperatur inkubiert. Nach Beendigung der Reaktion durch die Zugabe von Wasser wurde
eine Aufreinigung der Konjugate mittels semipraparativer HPLC durchgefihrt. Die
Biokonjugate wurden anschlieBend, ausgehend von der eingesetzten Stoffmenge der
Vorlaufer Glu-CO-Lys, 2, 3 sowie 4, in Ausbeuten von 37 — 44 % isoliert. Die Charakterisierung
der Konjugate Glu-CO-Lys-BODIPY 5, Glu-CO-Lys-Ahx-BODIPY 6, Glu-CO-Lys-Ahx-Ahx-BODIPY
7 und Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-BODIPY 8 erfolgte per Massenspektrometrie, analytischer RP-
HPLC und NMR-Spektroskopie (Tabelle 4). Die entsprechenden HPLC-Chromatogramme mit
den dazugehorigen Massenspektren sind in Abb. 23 aufgefiihrt. Die Retentionszeiten der
Liganden Glu-CO-Lys-BODIPY 5, Glu-CO-Lys-Ahx-BODIPY 6, Glu-CO-Lys-Ahx-Ahx-BODIPY 7 und
Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-BODIPY 8 stiegen dabei mit zunehmender Spacerlange bzw. mit

steigender Lipophilie erwartungsgemald an.
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Abbildung 23 Analytische HPLC-Chromatogramme der BODIPY-PSMA-Liganden bei einer
Wellenldange von 490 nm, Eingesetzt: LR-ESI-(+)-Spektren der jeweiligen Liganden. A) 5, B) 6,
C)7,D)8.

Tabelle 4 MS-Charaktersiserung, HPLC-Retentionszeiten und Ausbeuten der BODIPY-PSMA-
Liganden 5,6, 7 und 8.

Verbindung LR-ESI-MS m/z fur Retentionszeit analytische Ausbeute
[M + H]* HPLC
5 Ber.: 636.3 Gef.: 636.5 11.26 min 38%
6 Ber.: 749.4 Gef.: 749.7 11.39 min 39%
7 Ber.: 862.5 Gef.: 862.8 11.50 min 37%
8 Ber.: 972.5 Gef.: 972.6 12.96 min 44 %

Auch die 'H-NMR- und 3C-NMR-spektroskopischen Untersuchungen zeigten alle erwarteten
Signale. Im °F-NMR der Liganden 5, 6, 7, und 8 wurde zudem das charakteristische Signal der
beiden Fluoratome bei einer chemischen Verschiebung von § =- 148 ppm gefunden. Es konnte
somit gezeigt werden, dass die BODIPY-PSMA-Liganden 5, 6, 7, und 8 liber eine kombinierte
Syntheseroute aus Festphasensynthese und l6sungsbasierter Kopplung von 1 unter basischen

Bedingungen erfolgreich hergestellt wurden.
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Obwohl die finalen Biokonjugate 5, 6, 7, und 8 Uber die beschriebene kombinierte
Syntheseroute in hoher Reinheit isoliert werden konnten, wurden dennoch zwei Nachteile
festgestellt. Zum einen wurde wahrend der semiprdparativen Aufreinigung Bildung von
Nebenprodukten beobachtet und zum anderen wurden die Liganden in niedrigen Ausbeuten
erhalten. Als Hauptverunreinigungen wurden dabei die BF,-freien- Liganden identifiziert.
Daneben wurden Nebenprodukte der Literatur bekannten intramolekularen
Kondensationsreaktion des PSMA-Bindemotivs gefunden®®’. Hierbei reagiert jeweils eine der
Carbonsauren mit der Harnstoffgruppe unter Wasserabspaltung, was zur Bildung von

energetisch bevorzugten Fiinfringen fihrt (Abb. 24).
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Abbildung 24 Thermisch induzierte Bildung von Zyklisierungsprodukten des PSMA-
Bindemotivs durch eine intramolekulare Kondensationsreaktion. Ausgehend von Glu-CO-Lys
werden zykliserte Produkte aufgebaut aus Hydantion A, Hydantion B und Pyroglutaminsaure
gebildet.

Obwohl diese drei unterschiedlichen Zyklisierungsprodukte bevorzugt bei erhéhten
Temperaturen entstehen, wurden wadhrend der semipraparativen Aufreinigung der
Biokonjugate 5, 6, 7, und 8 verschiedene Fraktionen isoliert, die in massenspektrometrischen
Untersuchungen eine Massendifferenz von m/z = -18 zeigten, was auf die obigen
Kondensationsreaktionen hinwies. Auch die Bildung von verschiedenen Nebenprodukten
aufgrund einer moglichen Aktivierung der freien Carbonsauren des PSMA-Bindemotivs durch

HATU, trotz der dquimolar eingesetzten Stoffmenge, konnte nicht ausgeschlossen werden?!3,

Die Bildung von Nebenprodukten und die damit verbundene geringe Ausbeute der

Biokonjugate gab Anlass eine zweite alternative Syntheseroute auf Basis der
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Festphasensynthese zu untersuchen. Eine harzbasierte Syntheseroute wiirde dabei die
Bildung von zyklisierten bzw. HATU-basierten Nebenprodukten verhindern. Zwar zeigten
Studien von Rumyantsev et al., eine BF;-Abspaltung des BODIPY-Grundgeriists im sauren
Medium?3®, die Zersetzung des Farbstoffs wurde unter diesen Bedingungen im Rahmen der
Festphasensynthese jedoch nach aktuellem Wissensstand noch nicht beschrieben. Auch fir
die verwendete BODIPY-Carbonsdure 1 wurden bis dato keine Stabilitatsuntersuchungen
durchgefiihrt. Durch die Festphasensynthese koénnte die Bildung der beobachteten
Nebenprodukte unter Umstianden minimiert werden. Die Darstellung der Liganden mittels
Festphasensynthese wurde zunachst am strukturell einfachsten Liganden Glu-CO-Lys-BODIPY

5 untersucht (Abb. 25).
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Abbildung 25 Versuche zur Darstellung des BODIPY-PSMA-Liganden Glu-CO-Lys-BODIPY 5
mittels Festphasensynthese.

Nach Aufarbeitung und Entfernung des Uberschusses der BODIPY/HATU Mischung, wurde
eine Testabspaltung mit 1 % TFA in Dichlormethan durchgefiihrt und anschlieend die Probe
mittels MS untersucht. Im LR-ESI-(+)-Spektrum konnte der zweifach tert.Butyl-geschiitzte
Ligand 5 identifiziert werden. Es folgte die Abspaltung und gleichzeitige Entschiitzung durch
Inkubation mit TFA/H20/TIS (95/2.5/2.5 % v/v). Die massenspektrometrische Untersuchung
der Reaktionsmischung zeigte die Bildung des BF,-freien Liganden 5-BF; mit einem
berechneten Kation der Masse [M + H- BF,]* = 588.0 m/z. Das intakte Produkt 5 konnte unter
diesen Bedingungen nicht identifiziert werden. Aufgrund der beobachteten Instabilitdt des

BODIPY Chromophors und der Abspaltung von Bordifluorid wahrend der tert.Butylester-
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Entschiitzung wurde die Zersetzung des BODIPY-Farbstoffes 1 genauer untersucht. Dazu
wurde BODIPY 1 in 100 %iger TFA inkubiert und den Reaktionsverlauf per MS und analytischer
HPLC Uberpruft (Abb. 26).
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Abbildung 26 A). Analytisches HPLC-Chromatogramm bei A = 490 nm von 1 in EtOH,

eingesetzt: LR-ESI-(-)-Spektrum von 1. B). Analytisches HPLC-Chromatogramm von 1 nach
Inkubation in TFA flr 2 h, eingesetzt: LR-ESI-(+)-Spektrum von 1.

Wie aus Abb. 26 ersichtlich wird, war eine Anderung der Retentionszeit von 1 nach Inkubation
in 100 % TFA fir 2 h ersichtlich. In Ethanol zeigte das HPLC-Chromatogramm einen Peak bei
12.1 min, der der Carbonsdure 1 entspricht. Zusatzlich war zu einem geringen Anteil ein
Nebenprodukt bei 8.94 min zu erkennen, welches nach der Inkubation in 100 % TFA die
Hauptfraktion darstellte. Das Nebenprodukt wurde anschlieRend per MS charakterisiert. Es
zeigte sich dabei ein Massenunterschied von m/z = -48 im Vergleich zur Masse von 1 (m/z =
333.2), was den Verlust der BF;-Einheit bestatigte (Abbildung 26). Der intakte Farbstoff 1
wurde nach der Inkubation in TFA nicht mehr detektiert. Die Zersetzung des Farbstoffes 1 in
saurem Medium wurde zum Anlass genommen, die Stabilitat der BODIPY-Carbonsaure
genauer zu untersuchen (Kap. 3.1.5, vide infra).

Parallel zur Ligandensynthese unter den Bedingungen der Festphasensynthese wurde
auch eine l6sungsbasierte Syntheseroute fiir die Biokonjugate untersucht, um eventuell
hohere Ausbeuten zu erhalten. Diese startete mit der Darstellung des des PSMA-Bindemotivs
Glu-CO-Lys, ausgehend von den geschiitzten Aminosadurederivaten L-Glutaminsdure-di-tert.-

butylester und N-£-BOC-L-Lysin-O-tert.-butylester (Abb. 27).
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Abbildung 27 Synthese des geschiitzten PSMA-Bindemotivs 9 und der dazugehorigen BOC
entschitzten Zwischenstufe 10 in Losung.

In Analogie zur Festphasensynthese erfolgte auch hier zunachst die Knipfung der
Harnstoffbindung zwischen den geschiitzten Aminosdauren unter Verwendung von CDI als
Kopplungsreagenz. Die beiden Aminosdauren wurden fiir die Knlipfung in LOsung in
dquimolaren Stoffmengen eingesetzt. Nach einer Reaktionszeit von 16 h und anschlieBender
saulenchromatographischer Reinigung wurde das BOC- und tert.-Butylester geschiitzte PSMA-
Bindemotiv 9in einer guten Ausbeute von 82 % isoliert. Die Wahl der tert.-Butylester und BOC-
Schutzgruppe hat dabei zwei wichtige Vorteile. Beide Schutzgruppen sind saurelabil, wahrend
die Harnstoff-Funktion unter den Entschiitzungsbedingungen stabil ist. Die Entschiitzung der
BOC-Schutzgruppe erfolgte unter Verwendung einer 10 %igen Trifluoressigsaurelosung in
Dichlormethan. Die vollstandige Abspaltung der BOC-Schutzgruppe erfolgte nach 15 Minuten,
wahrend die tert.-Butylester geschitzten Carbonsduren von 9 intakt blieben. Die
Ausgangsverbindung 10 wurde ohne Aufarbeitungsschritte in quantitativer Ausbeute als TFA-
Salz isoliert. Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen von 9 und 10 zeigten alle
erwarteten charakteristischen Signale.

Aufgrund der zwischenzeitlichen Beobachtungen bei der Festphasensynthese und den
Ergebnissen der HPLC-Untersuchungen von 1 wurde dieser Syntheseweg nicht weiterverfolgt.
Zwar konnte diese Syntheseroute zu einer deutlichen Steigerung der Ausbeute der Vorstufen
fihren, die Entschitzung der tert.-Butylester im finalen Schritt koénnte analog zur
Festphasensynthese allerdings auch zu einer saureinduzierten Abspaltung von BF, des

Farbstoffes fuhren.
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3.1.2 Radiomarkierung der BODIPY-PSMA-Liganden mittels °F/'8F-Isotopenaustausch

Die !®F-Radiomarkierungen der BODIPY-PSMA-Konjugate erfolgten mittels °F/8F-
Isotopenaustausch, wobei ein °F-Atom der BF,-Einheit des BODIPY-Farbstoffes durch die
Reaktion mit [*®F]F-TEA (Tetraethylammoniumfluorid) unter Zugabe von Zinn(IV)chlorid als
Lewis-S3ure gegen ein 8F-Atom ausgetauscht wurde. Die Aufreinigung der radiomarkierten
Produkte erfolgte liber eine Cis-Sep Pak Kartusche (Waters, USA). Diese Kartuschen werden
haufig fur die Aufreinigung von Radioliganden verwendet. Fir eine typische ®F-Markierung
wurden in Analogie zu den Arbeiten von Liu et al. 0.37 umol des BODIPY-PSMA-Liganden mit
SnCls und [*8F]F-TEA umgesetzt’”*32, Nach Inkubation fiir 15 min bei Raumtemperatur und
anschlieRender Aufreinigung mittels Cis-Kartusche wurden alle *®F-markierten Liganden in
hohen radiochemischen Reinheiten (radiochemical purity, RCP) von 97-99 % und moderaten

radiochemischen Ausbeuten (radiochemical yield, RCY) von 21-30 % isoliert (Abb. 28).

i [*8F]F-TEA
L (0]
: SnCl, / CH3CN
Homﬁ J OH 4/ CHy
N N
o H H o
56,7,8 [l8|:]|:5’ [18F]F6, [lSF]F7, [18F]F8
RCY 21-30 %
RCP 97 - 99 %
Verbindung X=
5 CH,
6 Ahx
7 Ahx-Ahx
8 2-Nal-Amc

Abbildung 28 Radiomarkierung der BODIPY-PSMA-Liganden via *°F/8F-Isotopenaustausch.

Im ersten Schritt des '°F/*F-Isotopenaustausch wurde zunichst das radioaktive Fluor-18-
Anion aufgearbeitet, welches nach seiner Produktion an einem Zyklotron in einer, mit
[*80]H20 angereicherten, wéssrigen Loésung vorliegt. Die Aufarbeitung erfolgte unter
Verwendung einer Anionentauscher-Kartusche (Waters Accel Plus QMA Cartridge Light).

[*8F]Fluorid wurde zunichst auf der Kartusche adsorbiert und von der wéssrigen Lésung
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separiert. Das Fluoridanion wurde durch die Separation von Wasser fiir die Trocknung mittels
azeotroper Destillation vorbereitet. Tetraethylammoniumbicarbonat (TEAB) wurde fiir die
Elution verwendet. Dabei wird das auf der Kartusche retardierte [*®F]F durch das Bicarbonat-
Anion eluiert. Wichtig fur den Isotopenaustasch ist, dass [8F]F bzw. [*®F]F-TEA vollstindig
getrocknet wird. In Anwesenheit von Wasser wird das Fluoridanion von einer Hydrathiille
umgeben, wodurch die Nukleophilie verloren geht und der Isotopenaustausch nicht ablaufen
kann. Zur vollstandigen Elution der QMA-Kartusche erfolgte danach ein weiterer Splilschritt
mit trockenem Acetonitril. Die besten Ausbeuten wurden dabei unter Verwendung eines
Acetonitril:Wasser Gemisches (95:5, % v/v), gefolgt von einem Spulschritt mit 100 %
Acetonitril erzielt. Bezogen auf die eingesetzte QMA-adsorbierte Startaktivitdt konnten so
Elutionsausbeuten von 97-99 % erzielt werden. Die Verwendung anderer Gemische bzw. von

100 % Acetonitril fiilhrte zu einer unvollstiandigen Elution (Tabelle 5)3°,

Tabelle 5 Ausbeuten von [*®F]F-TEA nach Aufreinigung der eingesetzten QMA-adsorbierten
Startaktivitat an F-18.

Startaktivitit QMA MeCN:H,0-Gemisch / % Eluierte Aktivitat Elutionsausbeute

v/v [*8F]F-TEA [/ %
5,2 GBq 50:50 2,6 GBq 50
5,9 GBq 70:30 4,5 GBq 76
5,5 GBq 80:20 4.1 GBq 75
5,2 GBq 90:10 4,7 GBq 90
5,2 GBq 95:5 5,1 GBq 99
5,7 GBq 100:0 2,7 GBq 48

Die Trocknung von [*8F]F-TEA wurde nach Elution iber eine mehrmalige azeotrope Destillation
mit einem kleinen Volumen an trockenem Acetonitril unter einem Argonstrom durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde das getrocknete ['®F]F-TEA in trockenem Acetonitril aufgenommen
(Volumenaktivitat ~ 2 GBg/mL) und die bendétigte Aktivitat fur den Isotopenaustausch
entnommen. Ausgehend von der eingesetzten Startaktivitat an [*®F]F-TEA wurden fir die
finale Durchfiihrung des °F/*8F-Isotopenaustausch nach erfolgter azeotropen Trocknung 40 —
50 % (zerfallskorrigiert) der Aktivitdt an ['8F]F-TEA erhalten. Kleinere Ausbeuteverluste

konnen durch die manuelle Durchfiihrung der azeotropen Destillation erklart werden.
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Ein wichtiger Parameter fiir den Isotopenaustausch war der molare Uberschuss an SnCls. Eine
verldssliche Radiomarkierung wurde erst ab 100 #q. SnCls erzielt. Geringere Aquivalente
fihrten zu radiochemischen Ausbeuten von < 5 %. Die Erh6hung der Stoffmenge fihrte zu
einer Steigerung der Markierungsausbeute auf 21-30 %’/. Die groRten radiochemischen
Ausbeuten wurden mit einem SnCls-Uberschuss von 200 Aquivalenten und einer Ligand-
Stoffmenge von 0.37 umol erzielt. Die eingesetzte Aktivitat an ['8F]F-TEA lag typischerweise
im Bereich von 500 — 800 MBgq.

Im nachsten Schritt wurde eine Aufreinigungsmethode etabliert, um nicht
umgesetztes [*8F]F-TEA sowie anfallende Nebenprodukte, anorganische Salze sowie (toxische)
Acetonitrilreste zu entfernen und somit eine ausreichende radiochemische Reinheit fir die in
vitro/in vivo Evaluation zu gewahrleisten. Die Aufreinigung erfolgte Uber eine Cis-SepPak
Kartusche. Der (lipophile) Radioligand wird dabei von den Cis-Ketten der Kartusche adsorbiert,
wahrend ungebundene Aktivitat sowie Puffersalze durch Waschen, i.d.R. Wasser oder 0.9
%ige NaCl-Losung, abgetrennt werden konnen. Das Produkt wird nach den Waschschritten
mit einem geeigneten Elutionsmittel, wie z.B wassriges Ethanol, von der Cis-Kartusche eluiert.
Im Falle eines 1°F/18F-Isotopenaustausch der Liganden 5, 6, 7, und 8 unter Verwendung groRer
molarer Uberschiisse an SnCly fiihrt die Beendigung der Reaktion mit Wasser zur Bildung von
verschiedenen Zinnoxiden. Die Zinnoxide vom Typ SnOxy sind allerdings schwer bzw. unléslich
und machen eine verlassliche Cis-Kartuschenaufreinigung aufgrund der unléslichen Hydroxide
unmoglich. Durch Zugabe einer 0.1 M NaOH-Lésung zur waRrigen Radiomarkierungslosung
konnten die unldslichen SnOx-Salze allerdings aufgelost werden und so liber die Cis-Kartusche
abgetrennt werden. Anschlieendes Spilen der Kartusche mit Wasser, gefolgt von 50%
Ethanol, fithrte dann zu einer Produktelution mit einer RCP von >99 % fiir ['8F]F5, [*8F]F6,
[*8F]F7 und [*®F]F8 und moderaten radiochemischen Ausbeuten.Die Ergebnisse der Radio-
HPLC der Liganden [*8F]F5, ['8F]F6, ['8F]F7 und ['F]F8 nach erfolgter Cis-Aufreinigung sind
Abb. 29 dargestellt.
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Abbildung 29 Radio-HPLC Chromatogramme der radiomarkierten PSMA-Liganden nach
erfolgter Cig-Aufreinigung A). ['8F]F5, B) [*8F]F6, C) ['8F]F7, D) [*F]F8.

Fur die BODIPY-PSMA-Liganden wurden mittels *°F/18F-lsotopenaustausch moderate molare
Aktivitaten von 0.7 MBg/nmol erreicht, die fiir eine in vitro Evaluation ausreichend waren.
Ahnliche Werte wurden auch in den Studien von Liu et al. fiir BODIPY-RGD-Peptide
beobachtet!32, In Analogie zu Liu et al., wurden Varationen der Reaktionsparameter des
Isotopenaustauschs, bspw. eine Erhéhung der Stoffmenge an Lewis-Sdaure sowie der
Reaktionstemperatur, durchgefiihrt. Eine Steigerung der molaren Aktivitat wurde in diesen

Experimenten jedoch nicht beobachtet.
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3.1.3 Synthese und Radiomarkierung eines potentiellen radiohybriden BODIPY-PSMA-
Liganden

3.1.3.1 Synthese von Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-DOOA-BODIPY 12

Nach erfolgreicher Synthese und Charakterisierung der ersten Serie an Liganden mittels
kombinierter Syntheseroute wurde sich zudem mit der Darstellung eines potentiellen
radiohybriden BODIPY-PSMA-Liganden beschaftigt, der zusatzlich zur dualen Funktionalitat
des BODIPY-Fluorophors noch mit dem Metallchelator DOTA versehen ist. Dieser eroffnet die
Moglichkeit einer Markierung mit metallischen Radionukliden und kann in Kombination mit
der °F/'8F-Isotopenaustausch des Fluorophors potentiell auch als Radiohybrid eingesetzt
werden. Somit wiirde dieser BODIPY-PSMA-Ligand sowohl in der Endoradiotherapie mittels
Ac-225/Lu-177 als auch zur PET/CT-Bildgebung mittels F-18 bei identischer Summenformel
ermoglichen. Hierzu wurde die Carbonsdaure 1 (iber einen PEG-Spacer an den klinisch
eingesetzten Radiotracer PSMA-617 gekoppelt.

Fir die Synthese des PSMA-Liganden 12 wurde aufgrund der Labilitat des Farbstoffes
gegeniber sauren Reaktionsbedingungen (Kap. 3.1.1) ebenfalls eine kombinierte
Syntheseroute aus Festphase und Loésung gewahlt (Abb. 30)08109140  pje Synthese des
Liganden startete ausgehend von dem kommerziell erhaltlichen, zweifach trans-geschitzten

DOTA-di-tert.butylester.
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Abbildung 30 Syntheseroute des BODIPY-PSMA-Liganden 12 basierend auf PSMA-617.



Zunichst wurde DOTA-trans-di-tert.butylester mit einem Aquivalent Fmoc-1-Amino-3,6-
dioxa-8-octanamin (Fmoc-DOOA) unter Zugabe von HATU/DIPEA umgesetzt. Als
Hauptprodukt dieser Reaktion wurde die Bildung eines einfach konjugierten Amids (DOTA-di-
tert.butylester-Fmoc-DOOA) beobachtet. Als Nebenprodukt bildete sich das entsprechende
zweifache konjugierte Amid zu ca. 5 %. Nach vollstandigem Eduktumsatz wurde die freie
Carbonsdurefunktion der Zwischenstufe erneut mit HATU/DIPEA aktiviert und mit 0.25
Aquivalenten an 2-Chlorotrity-immobilisiertem, geschiitztem  Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc
umgesetzt. Das Nebenprodukt aus der vorangegangenen Reaktion DOTA(Fmoc-DOOA), war
unter diesen Bedingungen unreaktiv und konnte nach Beendigung der Reaktion zwischen dem
Harz und DOTA-Fmoc-DOOA durch mehrfaches Waschen leicht entfernt werden. Nach
Abspaltung der Fmoc-Gruppe mittels 50 % Piperidin erfolgte die Harzabspaltung und tert.-
Butylester Entschiitzung mittels eines TFA/H,0/TIS Cocktails gemaR der Synthese-Route der
BODIPY-PSMA-Liganden 5, 6, 7 und 8. Der Vorlaufer 11 wurde anschlieRend als TFA-Salz
mittels Fallungsreaktion isoliert und mit 1, HATU und DIPEA zu Ligand 12 umgesetzt. Der
BODIPY-PSMA-Ligand 12 wurde, bezogen auf 11, in einer Ausbeute von 25 % isoliert. Die
Charakterisierung erfolgte mittels Massenspektrometrie und analytischer HPLC. Bei der
Aufreinigung mittels semipraparativer HPLC wurden bei einer Anregungswellenldange von 490
nm drei Peaks gemessen. Der Hauptpeak bei tr = 11.58 min wurde eingesammelt und mittels
Massenspektroskopie charakterisiert. Das gemessene LR-ESI-(+)-Spektrum zeigte dabei das

erwartete m/z fiir [M + 2H]?* = 745.7 (Abb. 31).
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Abbildung 31 HPLC-Chromatogramm des BODIPY-PSMA-Liganden 12, Eingesetzt: LR-ESI-(+)-
Spektrum des Peaks bei einer Retentionszeit von tr = 11.58 min, der 12 entspricht.

Tabelle 6 Massenspektrometrische Charakterisierung und die HPLC-Retentionszeit des
potentiellen radiohybriden PSMA-Ligand 12.

Verbindung LR-ESI-MS m/z fiir Retentionszeit analytische
[M+ 2H]* HPLC
12 Ber.: 745.3 Gef.: 745.7 11.58 min

3.1.3.2 8F- und ”’Lu-Markierung des potentiellen radiohybriden PSMA-Liganden 12

Radiohybride PSMA-Liganden sind durch die Maoglichkeit charakterisiert, mit zwei
unterschiedlichen Radionukliden bei identischer Summenformel markiert werden zu kénnen.
Auch das Konjugat 12 kann aufgrund des BODIPY-Farbstoffes und dem Metallkomplexbildner
DOTA sowohl mit F-18 fiir die PET-Diagnostik als auch mit therapeutischen Radiometallen, wie
z.B. Lu-177 oder Ac-225, markiert werden.

Die Radiomarkierung des BODIPY-PSMA-Liganden 12 mit F-18 erfolgte Uber einen
19F/18F-|sotopenaustausch gemaR Kap. 3.1.2. Das entsprechende Radiochromatogramm nach
Cis-Aufreinigung ist in Abb. 33 A gegeben. Das ®F-markierte Produkt eluierte bei einer
Retentionszeit von 11.53 min mit einer RCP von 97 %. Nach erfolgreicher Darstellung von
[*8F]F12 in hoher radiochemischer Reinheit und moderaten radiochemischen Ausbeuten von
25 %, wurde auch die Radiomarkierung mit Radiometallen, hier beispielhaft fiir das

therapeutische Radionuklid Lutetium-177, untersucht (Abb. 32).
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Abbildung 32 Radiomarkierung des PSMA-Liganden 12 mit [*”’Lu]LuCls in Natriumacetatpuffer
(pH 4.5) bei 95 °C und einer Inkubationszeit von 15 min.

Die Radiomarkierung mit Lu-177 wurde in 1 M Natriumacetatpuffer (pH 4.5) durchgefihrt, da
der pH-Bereich fiir die Radiomarkierung mit [Y’Lu]Lu3* optimal ist. Zudem ist dieser
Markierungspuffer, wie in Kapitel 1.2 bereits erwahnt, biokompatibel und wird routinemaRig

in der Produktion von Radiotracern in der Klinik eingesetzt.
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Abbildung 33 Radio-HPLC des radiohybriden Liganden 12 A) nach der *¥F-Markierung (Cis-
Aufreinigung und B) nach Inkubation mit [Y”’Lu]LuCls in Natriumacetatpuffer fiir 15 min bei 95
°C.

Fiir die Radiomarkierung des radiohybriden Liganden 12 wurde unter Verwendung von 1 nmol
Ligand und einer Aktivitdt von 25 MBq [*’Lu]LuClz bei 95 °C fiir 15 min kein vollstandiger
Umsatz beobachtet (Abb. 33 B). Wie aus dem Radiochromatogramm in Abbildung 33 B
ersichtlich, wurde das Produkt lediglich zu 35% gebildet (tr = 13.1 min). Bei einer
Retentionszeit von tg = 2.53 min eluiert das ungebundende Lu-177. Das ungebundene
[Y77Lu]Lu3* kann mittels Aufreinigung tiber eine Cis-Kartusche problemlos abgetrennt werden.
Da ansonsten keine weiteren radioaktiven Nebenprodukte enstanden sind, stellt Ligand 12 ein
vielversprechender Kandidat fir die Entwicklung von neuartigen Radiohybridliganden dar.
Sowohl eine Radiomarkierung mit dem nicht-metallischen Positronenemitter Fluor-18 als
auch mit dem metallischen Radionukid wie Lu-177 konnten erfolgreich gezeigt werden.

Da der Ligand 12 sowohl mit F-18 als auch mit metallischen Radionukliden markiert
werden konnte, kdnnte er somit zukiinftig fir die Ermittelung der Dosimetrie einer Ac-225

Therapie mittels PET eingesetzt werden (vgl. Kap. 4, vide infra).
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3.1.4 Stabilitatsuntersuchungen der BODIPY-PSMA-Liganden und der BODIPY-

Carbonsaure 1

3.1.4.1 Stabilitatsuntersuchungen unter den Bedingungen der Festphasensynthese

Da in saurem Medium eine Zersetzung des BODIPY-Farbstoffes beobachtet werden konnte

(vgl. Kap. 3.1.1), wurde die Auswirkung der TFA-Inkubation auf die Fluoreszenzeigenschaften

genauer untersucht. Hierzu wurde Verbindung 1 in 95 % TFA inkubiert und die Proben tber

einen Zeitraum von 24 h fluoreszenzspektroskopisch analysiert (Abbildung 34). Diese Arbeiten

wurden von Frau Dr. Caroline Hoffmann (AK Jung, Biophysikalische Chemie, UdS)

durchgefiihrt.
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Abbildung 34 A) Zeitlicher Verlauf der Absorptionsspektren von 1 wahrend Inkubation in
100% TFA. B) Zeitlicher Verlauf der Emissionsspektren von 1 wahrend Inkubation in TFA.
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Wiéhrend die Absorptionsspektren von 1 in TFA lediglich zu einer kleinen Blauverschiebung
der Maxima von Aaps = 496 nm zu Aaps = 488 nm fiihrten (Abbildung 34 A), wurde eine
signifikante Anderung der entsprechenden Emissionsspektren festgestellt. Bereits nach
einigen Sekunden wurde eine leichte Rotverschiebung von Aem = 509 nm zu Aem = 515 nm
beobachtet (Abbildung 34 B), die wahrscheinlich auf die Protonierung eines Stickstoffatoms
des BODIPY-Kerns zurlickzuflihren ist. Innerhalb von 2 h wurde eine stetige Abnahme der
Emissionsintensitat beobachtet, die vermutlich eine Folge des protonenvermittelten Verlusts
der BF;-Einheit ist. Nach 24 h war die vollstandige Loschung der Fluoreszenz zu beobachten,
wahrend die Absorptionsintensitat sich nicht mehr merklich veranderte. Eine von Dr. Caroline
Hoffmann durchgefiihrte Auftragung der Emissionsintensitdt gegen die Zeit ergab eine
Zerfallskurve aus der durch einen biexponentiellen Fit zwei kinetische Zerfallskonstanten ki =
0.168 + 0.011 min! und k2 = 0.018 + 0.006 min* erhalten wurden. Fiir die entsprechenden
Halbwertszeiten von 1 in TFA wurden t; = 4.1 £ 0.3 min und t2 = 37.9 + 9.4 min'! berechnet.
Diese Ergebnisse sind im Einklang mit den Ergebnissen von Rumyantsev et al., der einen
zweistufigen Dissoziationsprozess von BODIPY-Komplexen mit einer schnellen Protonierung
des BODIPY-Kerns gefolgt von einer langsamen Freisetzung der BF2-Einheit postulierte!3®141,
Weitere Untersuchungen ergaben, dass es zwar zu einer vollstindigen Freisetzung der BF;-
Einheit kommt, allerdings kann die Fluoreszenz durch die Zugabe eines Uberschusses an
Bortrifluoretherat wieder hergestellt werden (Dissertation Frau Dr. C. Hoffmann)*2. Die
Stabilitats- und fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen von 1 zusammen mit den
Beobachtungen der Festphasensynthese von Ligand 5 aus Kapitel 3.1.1 zeigten, dass eine
Syntheseroute mittels Festphase fir BODIPY-PSMA Radiotracer nicht genutzt werden kann.
Auch unter den Bedingungen der Festphasensynthese kam es zur Abspaltung des BF,-Kerns

des BODIPY-Farbstoffes 1 und damit zur Loschung der Fluoreszenz.
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3.1.4.2 Stabilitdtsuntersuchungen unter den Bedingungen des 1°F/*8F-
Isotopenaustausches

Obwohl die 8F-markierten Liganden nach Cis-Aufreinigung in hoher radiochemischer Reinheit
vorlagen, wurde im UV-Chromatogramm bei einer Wellenldange von 490 nm die Bildung eines
Nebenproduktes von ~ 5-10 % beobachtet (vgl. Kap. 3.1.2). Aufgrund der sauren Bedingungen
des radioaktiven Isotopenaustausches (pH 1-2) wurde postuliert, dass es sich auch hier um die
jeweiligen BF,-freien Liganden handelt (siehe Kap. 3.1.1 und Kap. 3.1.4.1). Um das
Nebenprodukt zu identifizieren, erfolgte am Beispiel von Ligand 6, die gezielte Herstellung des
BF,-freien Konjugates 13 durch Umsetzung mit 100 % TFA gefolgt von Untersuchungen mittels
analytischer HPLC (Abb. 35).
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Abbildung 35 A) Synthese des BF,-freien BODIPY-PSMA-Liganden 13, B) UV/Vis-
Chromatogramm von [*8F]F6 nach der Radiomarkierung mittels °F/'8F-Isotopenaustausch bei
einer Wellenlange von 490 nm . UV/Vis-Chromatogramm des analytischen HPLC-Laufs von 13
bei einer Wellenlange von 490 nm, eingesetzt: LR-ESI-(+)-Spektrum von 13.

Sowohl das UV/Vis-Chromatogramm als auch die Massenspektren konnten die Bildung des
BF,-freien Liganden 13 bestatigen. Im UV/Vis-Chromatogramm von [*8F]F6 wurden bei 490 nm
zwei Peaks bei einer Retentionszeit von 11.4 min und 8.9 min detektiert. Nach der gezielten

BF»-Abspaltung durch Inkubation von 6 in TFA wurde in der HPLC lediglich ein Peak gefunden,
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dessen Retentionszeit von 8.9 min mit der 10 %igen Verunreinigung aus Abb. 35 B
Ubereinstimmte. Der Peak wurde eingesammelt und im LR-ESI-(+)-Spektrum die BF,-freie
Verbindung 13 mit einem m/z = 701.2 gefunden. Dieses Nebenprodukt konnte durch eine
HPLC-Aufreinigung erfolgreich abgetrennt werden, so dass flr weitere Experimente die
Verbindung [*8F]F6 in hoher Reinheit eingesetzt werden konnte.

Da auch wahrend des radioaktiven Isotopenaustausches in Gegenwart von SnCls die
Bildung BF,-freier Konjugate als Nebenprodukte beobachtet wurde, wurden in Analogie zu
den in Kap. 3.1.4.1 beschriebenen Stabilitatsuntersuchungen von 1, der Einfluss der Lewis-
Saure auf den BODIPY-Chromophor naher untersucht. Hierzu wurde die Carbonsaure 1 in
einer SnCls/MeCN-L6sung gelost und anschlieRend der Reaktionsverlauf mittels
Fluoreszenzspektroskopie und Massenspektrometrie untersucht (vgl. Dissertation, Frau Dr.

Caroline Hoffmann, UdS)4? (Abb. 36).
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Abbildung 36 Stabilitatsuntersuchungen BODIPY 1 in Gegenwart von SnCls A). Zeitlicher
Verlauf Absorptionsspektren von 1. B) Verlauf der Emissionsspektren von 1. C) Analytischer
HPLC-Lauf von 1 nach Inkubation mit SnCls flir 15 min, eingesetzt: LR-ESI-(-)-Spektrum von 1
nach Inkubation mit SnCls; berechnetes m/z fiir C17H20N202BF,: 333.17, gefunden: 333.2.

Die entsprechenden Emissionsspektren in Abb. 36 zeigen bereits unmittelbar nach der Zugabe
der Lewis-Saure eine deutliche bathochrome Verschiebung des Maximums von Aem = 509 nm

ZU Aem = 520 nm im Vergleich zur intakten Carbonsaure 1. Aulerdem wurde eine zweite
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Emissionsbande bei Aem = 545 nm beobachtet, die auf ein Anregungsmaximum bei Aexc = 530
nm zuriickzufiihren ist (Abb. 36 B). Eine dhnliche Beobachtung wurde fiir die entsprechenden
Absorptionsspektren gemacht. Auch hier kommt es zu einer anfanglichen Rotverschiebung
und Bildung einer zweiten Absorptionsbande, welche im Laufe der Messungen leicht variierte
(Abb. 36 A). Diese Veranderungen konnten auf die Bildung einer Zwischenstufe zwischen der
Lewis-Sdure und den Fluoratomen von 1 zuriickgefiihrt werden!4®. Andere mégliche
Erklarungen kdnnte die Substitution von Fluorid durch Chlorid oder eine Insertion von SnCly
sein'4?, Derartige Zwischenstufen oder Substitutionen konnten massensspektrometrisch
allerdings nicht gezeigt werden (Abb. 36 C).

Zusammenfassend kommt es in Gegenwart von SnCls nicht zu einer signifikanten
Zersetzung des Fluorophors. Sowohl die ausgepragte spektrale Verschiebung als auch die
erhaltene Fluoreszenz deuten auf ein intaktes Chromophor mit einem verbriickenden

Heteroatom zwischen den beiden Pyrroleinheiten hin.
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3.1.4.3 Stabilitatsuntersuchungen des radioaktivmarkierten BODIPY-PSMA-Liganden
[*8F]F6 in PBS

Im Anschluss an die Stabilitatsuntersuchungen der BODIPY-Carbonsdure 1 (Kap. 3.1.4.1 und
Kap. 3.1.4.2) wurde die Stabilitdt eines radioaktiv markierten BODIPY-PSMA-Liganden am
Beispiel von ['8F]F6 untersucht. Hierzu wurde [®F]F6 fiir 2 h in PBS-Puffer (pH 7.4) bei

Raumtemperatur inkubiert und nach 1 und 2 h ein Aliquot mittes Radio-HPLC analysiert (Abb.
37).

PBS-Stabilitat von [18F]F6

0 5 10 15 20
Retentionszeit / min

Abbildung 37 HPLC-Chromatogramme der Stabilitdtsuntersuchung von [*8F]F6 in PBS bei
Raumtemperatur direkt nach der Radiomarkierung, 1 h und 2 h.

Nach Inkubation der Probe in PBS fiir 2 h betrug die radiochemische Reinheit immer noch
> 97 %, was auf eine ausreichend hohe Stabilitdt des Radiotracers hinwiel. Eine wichtige
Erkenntnis fiir die folgenden in vitro Experimente war demnach, dass es nach erfolgter Bildung

des radiomarkierten Produktes zu keiner weiteren Zersetzung von ['8F]F6 kam.
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3.1.5 Log Doct/pes -Bestimmung der radiomarkierten BODIPY-PSMA-Liganden

Ein wichtiger Indikator fiir die Bioverteilung ist die Lipophilie von Radiotracern. Ein MaR fir
die Lipophilie ist der sogenannte Verteilungskoeffizient logDoct/pss zwischen PBS und 1-
Octanol. In Tabelle 7 sind die entsprechenden logDoct/res-Werte von [*8F]F5, [*8F]F6, [F]F7,
[*8F]F8 und ['8F]F12 sowie [®®Ga]Ga-PSMA-11 zusammen mit den entsprechenden HPLC-

Retentionszeiten aufgeftihrt108144,

Tabelle 7 HPLC Retentionszeiten und log Doct/pes Werte der Biokonjugate [*8F]F5, ['8F]F6,
[*8F]F7, [*8F]F8 und [*8F]F12 zusammen mit der Referenzverbindung [®®Ga]Ga-PSMA-11.

Ligand Analytische HPLC, Lipophilie bestimmt als logp
Retentionszeit in 1-Octanol/PBS
[18F]F5 11.26 min -2.26 £ 0.02
[18F]F6 11.39 min -1.99+0.11
[18F]F7 11.50 min -1.35+0.01
[18F]F8 12.96 min -1.14 £ 0.06
[18F]F12 11.53 min -1.29+0.01
[°8Ga]Ga-PSMA-11 n.d. -2.91108

In der Reihe der '®F-markierten Verbindungen [*¥F]F5 sowie ['8F]F6, ['®F]F7, [‘®F]F8 und
[*8F]F12 nahmen die log Doct/pes-Werte mit zunehmender Linge der Linker und somit mit dem
Anteil an aliphatischen Resten zu. Die Ergebnisse sind in Einklang mit den Retentionszeiten
der analytischen RP-HPLC. Die Verbindung ['®F]F5, ohne Spacer, war die hydrophilste
Verbindung, wahrend die Einflihrung zusatzlicher Ahx-Spacer zu einer allmahlichen Erhéhung
der Lipophilie fiir [*8F]F6 bzw. ['8F]F7 fiihrte. Wie erwartet, zeigte Verbindung [*®F]F8 aufgrund
des 2-Nal-Amc-Spacers den hdchsten logDoct/pss-Wert in dieser Serie. Flr den Radioliganden
[*8F]F12 nahm die Lipophilie aufgrund des polaren Chelators DOTA sowie des PEG-Spacers ab.
Im Vergleich zum klinischen Goldstandard [%®Ga]Ga-PSMA-11 waren alle BODIPY-PSMA-
Liganden deutlich lipophiler. Dennoch lagen sie in einem akzeptablen Bereich fiir PSMA-

spezifische Radiotracer.
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3.1.6 In vitro Evaluation der BODIPY-PSMA-Liganden 5, 6, 7, 8 und 12.

3.1.6.1 Bestimmung der PSMA-Affinitdt der BODIPY-PSMA-Liganden 5, 6, 7, 8 und 12.

Um zu untersuchen, ob die BODIPY-Biokonjugate 5, 6, 7, 8 und 12 an das PSMA binden,
wurden in einem kompetitiven Bindungsassay die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso)
in der PSMA-positiven Zelllinie LNCaP bestimmt. Die Durchfiihrung des kompetitiven
Bindungsassays erfolgte in Analogie zu Lappchen et al. unter Verwendung von [*7Lu]Lu-
PSMA-617 als Radioligand, der in einer molaren Aktivitdit von 20 MBg/nmol hergestellt
wurdel#4, Bei diesem Versuch werden zunehmende Konzentrationen der zu testenden
nichtradioaktiven Verbindungen zusammen mit dem Radioliganden inkubiert. Im Anschluss
wird die zellgebundene Aktivitat gegen die Konzentration aufgetragen. Der ICso-Wert gibt die
Konzentration an, bei der 50% der maximal gebundenen Aktivitat verdrangt wurde. Zusatzlich
zu den BODIPY-PSMA-Liganden wurde der klinische Goldstandard PSMA-11 als Kontrolle unter
identischen Bedingungen getestet. Dies ermdglicht die Erstellung einer Struktur-Aktivitats-

Beziehung, um den Einfluss der verschiedenen Linker auf die Bindungsaffinitat zu ermitteln.

Tabelle 8 ICso-Werte [nM] der Liganden 5, 6, 7, 8, 12, 13 und der Kontrolle PSMA-11 in LNCaP
Zellen unter Verwendung von [Y7Lu]Lu-PSMA-617 als Radioligand.

Ligand ICs0 / nM
5 187.6 £ 0.5
6 21.5%20.1
7 96.4+0.2
8 124 +0.2
12 166+ 0.5
13 > 1000
PSMA 11 18.4+0.2

In der Serie der PSMA-Konjugate mit unterschiedlicher Spacerldange (Verbindungen 5-8) zeigte
Verbindung 6 mit einem Ahx-Spacer zwischen dem Bindemotiv Glu-CO-Lys und dem BODIPY-
Farbstoff die hochste Affinitdt mit einem ICso = 21.5 + 0.1 nM, die vergleichbar mit der von

PSMA-11 (ICso = 18.4 + 0.2 nM) ist (Tabelle 8). Unter Verwendung der Cheng-Prusoff-
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145 wurde eine Inhibitorkonstante von K; = 19.6 nM fiir 6 berechnet, die mit der K;

Gleichung
fur "*Ga-PSMA-11 mit 12.0 nM vergleichbar ist3!. Die vergleichbare PSMA-Affinitit von 6 und
PSMA-11 kann durch die strukturelle Analogie zwischen den beiden Liganden erklart werden.
Sowohl der BODIPY-Grundkorper als auch der Chelator HBED-CC enthalten aromatische
lipophile Ringsysteme, die fiir eine optimale Wechselwirkung mit der S1-Tasche und der S1-
Bindetasche des aktiven Zentrums von PSMA notwendig sind'%123188 Weiterin verfligen beide
Liganden Uber einen Ahx-Linker zwischen dem PSMA-Bindungsmotiv und dem Chromophor
bzw. dem Chelator HBED-CC. Dieser Abstand ist offensichtlich optimal, um eine gute
Wechselwirkung des lipophilen aromatischen BODIPY-Grundgeriistes bzw. Chelators HBED-CC
mit der arene-binding site, einer Bindestelle des aktiven Zentrums in der Nahe des
Eintrittstunnels der PSMA-Bindetasche, zu erzielen?88, Fiir Verbindung 5 bzw. fiir Verbindung
7 nahmen die Bindungsaffinitaten signifikant ab (187.6 £ 0.5 nM bzw. 96.4 + 0.2 nM). Die
geringere Affinitat von Ligand 5 ldsst sich durch einen zu geringen Abstand zwischen dem
PSMA-Bindungsmotiv Glu-CO-Lys und dem BODIPY-Farbstoff erklaren, der eine optimale
Wechselwirkung mit der PSMA-Bindetasche anscheinend verhindert!22188 |m Falle von
Ligand 7 fuhrt die Einfihrung von zwei Ahx Spacern ebenfalls zu einer geringeren PSMA-
Affinitat, was darauf hindeutete, dass dieser Abstand moglicherweise zu grof} fir eine
optimale Wechselwirkung des lipophilen BODIPY-Farbstoffs mit der lipophilen S1 Tasche des
PSMA (S1 accessory pocket) ist1/1221.88,

Neben der Spacerlange wurde ebenfalls die Zusammensetzung des Spacers
untersucht. Zur Variation des Spacers wurde auch der 2-Nal-Amc-Linker des PSMA-
spezifischen Radiotracers PSMA-617 zwischen dem PSMA-Bindemotiv und dem Farbstoff
verwendet. Studien von Benesova et al. zeigten bereits, dass der 2-Nal-Amc-Spacer vorteilhaft
mit dem hydrophoben ,Arginine patch” der S1-Tasche interagiert und auch der Abstand
zwischen dem PSMA-Bindungsmotiv und dem Chelator bei PSMA-617 optimal ist®°8,
Allerdings zeigte Verbindung 8 mit dem 2-Nal-Amc-Spacer verglichen mit PSMA-11
Uberraschenderweise eine wesentlich geringere Affinitat mit einem ICso = 124.0 + 0.2 nM. Im
Fall von 8 kdnnte die niedrige Affinitat auf die hohe Gesamtlipophilie zurlickzufiihren sein (vgl.
Tabelle 12). Wie aus den Bestimmungen der Verteilungskoeffizienten hervorgeht, fiihrt die
Kombination des lipohilen Linkers mit dem lipophilen BODIPY-Farbstoff zu einer deutlichen
Erhéhung der Gesamtlipophilie von Verbindung 8 (log Doct/pss [18F]F8 = -1.14 + 0.06)%°%8_ Auch

fiir Verbindung 12 wurde verglichen mit PSMA-11 eine deutlich geringere Bindungsaffinitat

68



ermittelt (ICso = 166 + 0.5 nM). Dieser ICso-Wert war trotz der strukturellen Analogie zu PSMA-
617, mit identischem 2-Nal-Amc-Spacer sowie dem Chelator DOTA, um ca. einen Faktor 10
groRer als der ICso-Wert von PSMA-11. Auch diese Verbindung 12 ist sehr lipophil mit einem
vergleichbaren Verteilungskoeffizieten zu Ligand 8 (Tabelle 8), was moglicherweise ebenfalls
die niedrige Affinitat erklart. Ein weiterer, moglicher Grund kénnte der Amino-3,6-dioxa-8-
octanamin Linker zwischen dem Chelator DOTA und dem BODIPY-Farbstoff sein, der die
Interaktion des Liganden mit dem PSMA nachteilig beeinflusst.

Zuletzt wurde noch die PSMA-Affinitat des BF,-freien Analogon von 6 bestimmt. Wie
in Abschnitt 3.1.2.2 gezeigt, entsteht diese Verunreinigung bei der 18F-Markierung und kénnte
somit bei der Bindung mit PSMA mit dem eigentlichen Radiotracer konkurrieren. Dies kdnnte
zu einer partiellen Blockierung von PSMA und folglich zu einer unzureichenden Bindung der
Radiotracer flihren. Interessanterweise nahm die Bindungsaffinitdt von 13 mit einem ICso-
Wert von > 1 uM jedoch deutlich ab, was darauf hinweist, dass das BF,-freie Nebenprodukt
13 nicht um die Bindung des Radiotracers [*8F]F6 an PSMA konkurriert (Tabelle 8). Die Bindung

des Radiotracers wird folglich nicht negativ beeinflusst.

69



3.1.6.2 Bestimmung der Tumorinternalisierung des BODIPY-PSMA-Liganden 6

Da PSMA-spezifische Radiotracer nach Bindung an PSMA von der Tumorzelle internalisiert
werden!'®,  wurden im  Anschluss an  das  kompetitive  Bindungsassay
Internalisierungsexperimente der BODIPY-PSMA-Liganden in LNCaP-Zellen durchgefiihrt. Die
PSMA-vermittelte Internalisierung wurde lediglich fur den Liganden [*¥F]F6 untersucht, da
dieser in der Reihe der untersuchten BODIPY-PSMA-Liganden der einzige mit einer
ausreichend hohen Bindungsaffinitdt war. Zur Ermittlung der Internalisierung wurde [*8F]F6
Uber einen Zeitraum von 120 min in LNCaP-Zellen inkubiert. Zur Ermittelung der
zelloberflachengebundenen Aktivitat wurden die Zellen nach Entfernen der Inkubationslésung
mit einer sauren Glycinlésung gewaschen und danach die Zellen durch die Zugabe von einer
NaOH-L6sung lysiert. Beide Losungen wurden in Countingtubes Uberfliihrt und in einem
Gammacounter die oberflaichengebundene und internalisierte Aktivitdit gemessen. Um die
PSMA-spezifische Zellinternalisierung zu bestimmen, wurden zusatzliche
Blockierungsexperimente in Gegenwart eines Uberschusses an 2-PMPA durchgefiihrt311%8 Die
Durchflihrung der Internaliserungsexperimente wurde mit einer Stoffmenge von 10 pmol
[*8F]F6 durchgefiihrt. Um den zeitlichen Verlauf zu untersuchen, wurde der prozentual
internalisierte Anteil des Radioliganden nach 15, 30, 60 und 120 min bestimmt. Die

entsprechenden prozentuallen Anteile sind in Abb. 38 dargestellt.
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Abbildung 38 PSMA-vermittelte Internalisierung und PSMA- Zelloberflachenbindung von
[*®F]F6 bei Raumtemperatur nach 15, 30, 60 und 120 min. Die PSMA-vermittelte
Internalisierung wurde mittels Blockingstudien mit 2-PMPA sichergestellt.
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Wie erwartet, war eine graduelle Zunahme der PSMA-vermittelten Internalisierung von
[*8F]F6 mit steigender Inkubationszeit zu beobachten. Nach 15 und 30 min wurden 2.24 %
bzw. 2.17 % (P < 0.0057) des Radioliganden internalisiert, die nach 60 min weiter auf 3.3 % (P
< 0.0015) anstiegen. Das Maximum wurde nach 120 min mit 3.83 % (P < 0.0002) erreicht.
Gegeniber der PSMA-vermittelten Internalisierung anderer PSMA-Liganden lag diese Wert in
einem vergleichbaren Bereich®®. Im Gegensatz dazu blieb der spezifisch
oberflichengebundene Anteil von [*8F]F6 im Verlauf des Experiments, mit einem Wert von ca.
0.5 %, im Wesentlichen konstant. Fir alle Zeitpunkte war die PSMA-vermittelte

Internalisierung von [*8F]F6 statistisch signifikant (P < 0.05).

3.1.6.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen der PSMA-Internalisierung

3.1.6.3.1 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen der Liganden 5, 6, 7, 8 und 12

Nach erfolgter Synthese, Charakterisierung und Radiomarkierung der BODIPY-PSMA-Liganden
5, 6, 7, 8 und 12 wurden in Kooperation mit Frau Dr. Caroline Hoffmann (AK Jung,
Biophysikalische Chemie, UdS) fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen der jeweiligen
Liganden durchgefiihrt, um den Einfluss der Biokonjugation auf die Fluoreszenzeigenschaften
des BODIPY-Farbstoffs hat (Abb. 39). Hierfir wurden die Absorptions- (1,;5), Anregungs-
(Aexc) bzw. Emissionswellenldangen (A,,,) sowie die Fluoreszenzquantenausbeute (¢g;) und

die Fluoreszenzlebensdauer (75;) gemessen (Tabelle 9).
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Abbildung 39 Normierte Absorptions- und Emissionsspektren von 1, 5, 6, 7, 8 und 12.
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Tabelle 9 Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung der BODIPY-PSMA-Liganden 5, 6,
7, 8 und 12 im Vergleich mit der Carbonsaure 1.

Verbindung Agps / nm Aexc / M Aem [ M or1 ] % Tp/ ns
1 494 496 505 75+5 6.3+0.1
5 495 496 506 81+5 59+0.1
6 496 496 506 86+5 6.1+0.1
7 496 496 506 81+5 6.2+0.1
8 496 495 504 81+5 6.1+0.1
12 496 n.d. 510 n.d. n.d.

Wie aus den Ergebnissen in Tabelle 9 und Abbildung 39 ersichtlich ist, hatte die Konjugation
der peptidomimetischen Targetingvektoren an 1 keinen Einfluss auf die Absorptions- und
Emissionsmaxima von 5, 6, 7, 8 und 12. Die entsprechenden Absorptionsmaxima lagen im
Bereich von A,,s = 494-496 nm und die Emissionsmaxima bei A,,, = 504-506 nm. Fir die
Anregungswellenlangen A,,. wurde ebenfalls kein Einfluss beobachtet. Im Falle der
Fluoreszenzquantenausbeute @; wurde fur die Liganden 5, 6, 7 und 8 ein schwacher Anstieg
von 75 % auf 81 % und fir Ligand 9 auf 86 % verzeichnet. Dieser beobachtete Anstieg kann
dadurch erklart werden, dass die Carbonsdure von 1 bei den Biokonjugaten in eine
Peptidbindung umgewandelt wurde und somit nicht mehr als negativ geladenes Carboxylat
vorliegen kann. Auch die Fluoreszenzlebensdauer 75, der BODIPY-PSMA-Liganden 5, 6, 7, 8
wurde nicht beeinflusst mit einer Fluoreszenzlebensdauern tp; in einem vergleichbaren
Bereich von wenigen Nanosekunden (Tabelle 9 /Abbildung 39). Fiur Verbindung 12 wurden
keine Fluoreszenzquantenausbeute @p; und Fluoreszenzlebensdauer 7; bestimmt.

Anhand der ermittelten fluoreszenzspektroskopischen Daten wurde festgestellt, dass
die Konjugation wvon 1 an die peptidomimetischen Targetingvektoren die
Fluoreszenzeigenschaften vernachlassigbar beeinflusst. Somit konnten die BODIPY-PSMA-
Konjugate fir weitere Experimente mittels in vitro Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt

werden.
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3.1.6.3.2 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen des BODIPY-PSMA-Liganden 6

Aufgrund der Fluoreszenzeigenschaften der BODIPY-Farbstoffe konnte die PSMA-vermittelte
Internalisierung von 6 ebenfalls fluoreszenzmikroskopisch in LNCaP Zellen untersucht werden.
Neben den Internalisierungsexperimenten mit der radioaktivmarkierten Verbindungen
[8F]F6, die lediglich Informationen Uber den internalisierten Anteil geben, liefern diese
Experimente darliber hinaus wichtige Informationen tber die zellulare Verteilung der BODIPY-
PSMA-Liganden, die bis zu dem Zeitpunkt unbekannt waren. Die fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen erfolgten an einem SIM Mikroskop. Fir die Anregung des Zellkerns
spezifischen Farbstoffes DAPI wurde ein 405 nm Laser und fir den BODIPY-PSMA Liganden 6
ein 488 nm-Laser verwendet. Die Fixierung der Zellen erfolgte nach 15, 30 und 60 min bei

einer finalen Konzentration des Liganden von ¢ = 20 nM.
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Abbildung 40 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen des BODIPY-PSMA-Liganden 6.
SIM-Aufnahmen des zeitlichen Verlaufs der Internalisierung von 6 (c = 20 nM) in PSMA-
positiven LNCaP-Zellen nach einer Inkubationszeit von 15 (A), 30 (B) min, 1 h (C) und 1 h bei 4
°C (D)6,

Abb. 40 zeigt das Ergebnis der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung des BODIPY-PSMA-
Liganden 6. Nach einer Inkubationszeit von 15 min wurde eine signifikante Akkumulation von
6 in der Zellmembran der LNCaP-Zellen gefunden (Abbildung 40 A). Zu spateren Zeitpunkten
(30 min und 1 h) wurde eine zunehmende Anzahl intrazellularer Fraktionen hoher Intensitat
festgestellt (Abb. 40 B + C). Bei 4 °C wurde lediglich eine Akkumulation von 6 an der
Zellmembran beobachtet (Abb. 40 D), da bei dieser Temperatur kein aktiver Transport des

Liganden in die Zelle stattfinden kann.
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Die Ergebnisse stimmen mit denen von Eder et al. liberein, die parallel zu unseren Arbeiten
das subzellulare Verhalten bimodaler PSMA-Inhibitoren durch STED-Nanoskopie genauer
untersuchten!®. Die Internalisierung von Verbindung 6 erfolgte vermutlich tGber Clathrin-
coated Pits und anschlieRender Endozytose nach Wechselwirkung mit PSMA,

Um die Spezifitdit der Oberflichenbindung und Internalisierung von 6 zu
demonstrieren, wurden ebenfalls Blockierungsstudien unter Verwendung von 2-PMPA
durchgefiihrt, wobei weder eine Membrananreicherung noch eine Internalisierung von 6
beobachtet wurde. Wie aus Abb. 41 ersichtlich, wurde lediglich eine schwache

Autofluoreszenz der Zellkompartimente beobachtet.

Abbildung 41 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Ligand 6 in LNCaP Zellen in
Gegenwart des Inhibitors 2-PMPA.

Zusammenfassend standen die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen im Einklang mit
den Internalisierungsexperimenten mit [*8F]F6 und bestatigten die erwartete Akkumulation
sowie PSMA-vermittelte Internalisierung in LNCaP-Zellen. Mit diesen Ergebnissen konnten
wichtige Erkenntnisse Uber die zellulare Verteilung von 6 gewonnen werden. Dariiberhinaus
deuteten die Ergebnisse auf die Eignung von 6 fiir die fluoreszenzbasierte Resektion von

Tumorgeweben beim PCa hin.
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3.1.6.3.3 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen von 1 mittels FireFly-Laparoskop

Ein fluoreszenzbasiertes bildgebendes Verfahren, das bei einem PCa bzw. bei PSMA-positiven
befallenen Lymphknoten eingesetzt wird, ist die DaVinci-assistierte fluoreszenzgesteuerte
chirurgische Resektion von Gewebe. PSMA-spezifische Liganden sind, wie in Kapitel 1.2.4
bereits erldutert, fir dieses minimal-invasive Verfahren i.d.R. mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert, dessen Emissionsmaximum sich im Nahinfrarotbereich befindet, wodurch ein klarer
Kontrast zwischen krankem und gesundem Gewebe erzielt werden kann!®. Die Detektion
bzw. Anregung des angereicherten Farbstoffes erfolgt dabei mit einem FireFly Laparoskop und
ist somit an spezielle technische Gegebenheiten gekniipft¥’. Um zu untersuchen, ob der
BODIPY Ligand 6 mit diesen technischen Anforderungen kompatibel war, wurden
Echtzeitaufnahmen mit einem FireFly Laparoskop durchgefiihrt. Dabei wurde Uberprift, ob
der  BODIPY-Farbstoff  trotz  seiner  niedrigeren  Anregungswellenldnge  bzw.
Emissionswellenlange im Vergleich zu den konventionell verwendeten NIR-Farbstoffen mit
einem FireFly Laparoskop angeregt werden kann. Fiir die Echtzeitaufnahmen wurde allerdings
nicht der Ligand 6 sondern, aufgrund der Einfachheit die BODIPY-Carbonsdure 1 in Ethanol
verwendet, da sich die Fluoreszenzeigenschaften von 1 und 6 nicht merklich voneinnander

unterscheiden (Kap. 3.1.6.3.1).

Abbildung 42 Echtzeitaufnahmen verschiedener Konzentrationen der BODIPY-Carbonsdure 1
in EtOH am DaVinci-Roboter mit einem FireFly Laparoskop. Konzentrationen von links nach
rechts: 14, 1.4, 0.14, 0.014 und 0.0014 umol/mL.
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Abb. 42 zeigt die Echtzeitaufnahme der Anregung von 1 mit dem FireFly Laparoskop des
DaVinci-Roboters (Klinikum fiir Urologie, Universitatsklinikum des Saarlandes). Eindeutig zu
erkennen ist, dass 1 mit dem FireFly Laparoskop trotz der suboptimalen
Anregungswellenlange der BODIPY-Frabstoffe von ca. 490 nm im Gegensatz zu den klinisch
eingesetzten Nahinfrarotfarbstoffen (Anregunswellenlangen > 700 nm)'#8 sehr gut angeregt
werden konnte. Es wurden dabei Konzentrationen von 14 — 0.0014 umol/mL untersucht.
Waihrend bei einer Konzentration von 14 pumol/mL (Abb. 42, links) moglicherweise ein
Quenching der Fluoreszenz aufgrund der hohen Konzentration des Farbstoffes beobachtet
wurde, wurde bei Konzentrationen von 1.4 pmol/mL (Abb. 42 mitte) und 0.14 umol/mL (Abb.
42, zweites Glas von rechts) ein intensives Signal detektiert. Somit konnte erfolgreich die
Eignung der BODIPY-Farbstoffe im Allgemeinen und des BODIPY-PSMA-Liganden 6 fiir die

DaVinci-assistierte Firefly Lapraskopie nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnten durch die in vitro Evaluationen der BODIPY-PSMA-Ligand 6 als
vielversprechenden Kandidaten fiir eine klinische Translation identifiziert werden. Zum einen
besitzt dieser Ligand eine vergleichbare Affinitat zu PSMA wie die derzeit klinisch eingesetzte
Verbindung PSMA-11. In Internalisierungsexperimenten konnte eine PSMA-vermittelte hohe
Akkumulation in der Zelle nachgewiesen werden. Mittels fluoreszenzmikroskopischer
Untersuchungen konnte die Bindung an die Zellmembran und die anschlielende
Internalisierung erfolgreich visualisiert werden. Diese Ergebnisse machen den BODIPY-PSMA-
Liganden zu einem vielversprechenden bimodalen Kandidaten fiir die klinische Translation.

Derzeit wird die Bioverteilung der Verbindung im Tiermodell untersucht.
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3.2 Radiohybride PSMA-Liganden

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte ein PSMA-spezifischer Radiohybridligand entwickelt
werden. Im Gegensatz zu den in Kapitel 2 beschriebenen Ansatzen, bei denen ein
Metallchelator fiir die Markierung mit therapeutischen Metallradionukliden mit einer
Moglichkeit zur Radiomarkierung mit F-18 kombiniert wurden, sollte hier ein
Radiohybridligand auf Basis von zwei Metallchelatoren entwickelt werden. Ein solcher
Radiohybridligand ist duBerst flexibel einsetzbar. Aufgrund der Mdglichkeit verschiedenste
(Radio)metallkombinationen verwenden zu kénnen werden zahlreiche
Anwendungsmoglichkeiten (vide infra) eroffnet, die mit den bereits beschriebenen Anséatzen
nicht realisierbar sind.

Die Herausforderung bei der Entwicklung von Radiohybridliganden auf Basis von zwei
Radiometallen liegt in deren regioselektiven Komplexierung in dem jeweiligen dafir
vorgesehenen Chelator. Hierfir missen die Chelatoren die entsprechenden (Radio)metalle
mit hoher Selektivitat binden, da es ansonsten zu einer prozentualen Verteilung der Metalle
zwischen den beiden Komplexbildner kommen kann, was wiederum die jeweilige
Radiomarkierung nachteilig beeinflussen kann. Bereits bei ,normalen” Radiomarkierungen,
d.h. bei der Komplexierung von lediglich einem Radiometall durch einen Chelator (vgl.
Radiomarkierungen PSMA-11 und PSMA-617, Abschnitt 1.2.2.1) fuhren bereits kleinste
(nichtradioaktive) Metallverunreinigungen aufgrund der niedrigen Stoffmengen an
entsprechendem Radiometall bei der Markierung in der Regel zu keinem bzw.
unvollstandigem Umsatz.

Der in dieser Arbeit verfolgte Ansatz kombiniert einen universellen Chelator, der in der
Lage ist verschiedenste (Radio)metalle zu komplexieren, mit einem mafgeschneiderten,
hochselektiven Komplexbildner fiir Cu?* Kationen. Das Grundprinzip fir einen zielspezifischen
Radiohybridliganden auf Basis von zwei Metallchelatoren ist in Abb. 43 schematisch
dargestellt. Als universeller Chelator wurde der Ligand DOTA in Abb. 44 A gewahlt. Dieser
bildet mit einer Vielzahl an medizinisch relevanten Metallkationen sehr stabile Komplexe und
ist folglich fur die Entwicklung von Radiotracern hiufig die erste Wahl®’. Wichtige Vertreter
dabei sind die Positronenemitter Ga-68, die therapeutischen Radionuklide Y-90, Lu-177 und
Ac-225 sowie die nichtradioaktiven Lanthanoide Gd fiir die Magnetresonanztomographie

(MRT) sowie die lumineszierenden Eu, Tb oder Tm zur Fluoreszenzbildgebung!?*?.
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Abbildung 43 Schematischer Aufbau eines multifunktionellen heterodinuklearen
Radiohybridliganden. Orange: Biovektor zur spezifischen Bindung an Tumorzellen. Gelb:
Spacer. Hellblau: Universeller Chelator fiir die Komplexierung verschiedener (Radio)metalle,
z.B. Alpha- und Betaemitter zur Therapie, lumineszierende Metallkationen fir
Fluoreszenzbildgebung (engl.: fluorescence imaging = Fl) oder MR-aktive Metallkationen
(engl.: magnetic resonance imaging = MRI). Dunkelblau: MaRgeschneiderter Chelator fiir Cu?*
entweder fir die PET-Diagnostik mit ®Cu oder Therapie mit ®Cu. Verschiedene
(Radio)metallkombinationen erlauben potentiell zahlreiche medizinische Anwendungen.

Als Cu?*-spezifischer Ligand wurde der BFC NODIA-Me 14 (engl.: 2-(4,7-bis((1-methyl-1H-
imidazol-2-yl)methyl)-1,4,7-triazonan-1-yl)acetic acid) gewahlt (Abb. 44 C). Dieser wurde
erstmals in der Arbeitsgruppe Bartholomad dargestellt und zeichnet sich durch seine
hervorragenden Komplexierungseigenschaften fir Cu?*-Kationen aus. Der Ligand NODIA-Me
14 ist Teil einer in der Arbeitsgruppe Bartholoma entwickelten Chelatorplattform, die sich
durch hervorragende Komplexierungseigenschaften fur Cu?*-Kationen auszeichnet!44149,150,
Zur Chelatorplattform zdhlen ebenfalls die dreifach derivatisierten Liganden NOTI (engl.:
1,4,7-Tris((1H-imidazol-2-yl)methyl)-1,4,7-triazonan), NOTI-Me (engl.: 1,4,7-Tris((1-methyl-
1H-imidazol-2-yl)methyl)-1,4,7-triazonan) und NOTThia (engl.: 1,4,7-Tris(thiazol-2-ylmethyl)-
1,4,7-triazonan) in Abb. 44 B.

Das Cu?* Kation besitzt eine relativ schnelle Ligandenaustauschgeschwindigkeit und
neigt daher haufig zur Transchelation bzw. zur Dekomplexierung in vivo, wodurch besondere
Anforderungen an kupferspezifische Chelatoren gestellt werden®®%'>2, Nach dem HSAB-
Prinzip (hard and soft acids and bases) besitzt das intermedidre Cu?* Kation eine ausgepragte
Praferenz fiir intermediare Stickstoffdonoren und bildet mit entsprechenden Liganden
Komplexe mit hoher thermodynamischer Stabilitat. Die Chelatorplattform basiert auf dem

Makrozyklus 1,4,7-Triazacyclononan (TACN), der aufgrund seiner geometrischen Anordnung
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der drei Stickstoffatome eine optimale faciale Koordination an das Cu?*-Kation
ermdglicht®1152, Die von Cu?* bevorzugte penta- bzw. hexadentate Koordination wird durch
drei zusatzliche Stickstoffdonoren von fiinfgliedrigen Azaheterozyklen, wie Thiazol und
Imidazol, erreicht (Abb. 44). Anhand von Einkristallrontgenstrukturanalysen entsprechender
Komplexe konnte nachgewiesen werden, dass das Cu?* Kation eine hohe Affinitdt zu den
aromatischen Stickstoffdonoren des Thiazols und Imidazols aufweist, was der Grund fir die

sehr guten Komplexierungseigenschaften dieser Chelatorklasse ist*>1152,

OH X OH
DOTA X=NH NOTI NODIA-Me 14
N-CH;  NOTI-Me
S NOTThia

Abbildung 44 Strukturformeln von A) DOTA, B) der TACN-basierten Cu-spezifischen
Chelatoren NOTI, NOTI-Me sowie NOTThia und C) des TACN-basierten Cu-spezifischen BFCs
NODIA-Me 14.

Eine Besonderheit der Chelatoren ist die schnelle Komplexbildungskinetik. Diese ermdoglicht
die quantitative Bildung entsprechender Cu?* Komplexe bereits bei Raumtemperatur. Im
Gegensatz hierzu werden fiir die Komplexbildung des Liganden DOTA erh6hte Temperaturen
benotigt®”149153 Mit Cu-64 erfolgt die Komplexbildung der Cu?*-spezifischen Liganden bei
Raumtemperatur in weniger als einer Minute in quantitativen radiochemischen Ausbeuten
mit hohen molaren Aktivitdten von bis zu 180 MBg/nmol!4%152-154 Einmal gebildet, zeichnen
sich die entsprechenden Cu?* Komplexe durch eine hohe thermodynamische und kinetische
Stabilitat aus. Zum Beispiel wurden in Serumstabilitatsuntersuchungen und Kupfer-Austausch-
Experimenten  keine  signifikanten  Transchelationen  bzw. Dekomplexierungen
festgestellt!#9152-154 " Dje hohe Stabilitit der Cu-Komplexe gepaart mit der schnellen
Komplexbildung bei Raumtemperatur sind somit ein Alleinstellungsmerkmal, welches die

regioselektive Komplexierung von Cu?* erméglichen soll.

Die Kombination eines universellen Chelators (DOTA) mit einem Cu?*-spezifischen Chelator
(NODIA-Me) bietet die Moglichkeit mehrere interessante Metallkombinationen in einem
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Radiotracer zu vereinen und somit mit einer einzigen Verbindung eine Vielzahl von

medizinischen Anwendungen zu ermdoglichen (Tabelle 10).

Tabelle 10 Anwendungensmoglichkeiten von Radiohybridliganden auf Basis von zwei
(unterschiedlichen) Chelatoren durch verschiedene Metallkombinationen.

Nuklide fiir
Cu?*-spezifische

(Radio)metalle fiir DOTA
(und Derivate)

Anwendung

Chelatoren
e Dosimetrie der 2°Ac
Radiotherapie mittels PET
64Cu (PET) 225Ac (Alpharadiotherapie)
e Dosimetrie der 22°Ac/%’Cu dualen
Radiotherapie
67Cu

(Betaradiotherapie)

225Ac ( Alpharadiotherapie )

Duale Radiotherapie (Alpha + Beta)

67Cu

(Betaradiotherapie)

177LU, 90Y’ 161Tb

(Betaradiotherapie)

Duale Radiotherapie (2 x beta)

64Cu (PET) natGd (MRI) Bimodale PET/MRI Probe
natgy, "typ, etc.
64Cu (PET) Bimodale PET/Fluoreszenz Probe
(Fluoreszenz)
64Cu (PET) nat| y “Standard” PET Bildgebung
natCy 177Lu (Betaradiotherapie) “Standard” Radiotherapie
natCy 225Ac (Alpharadiotherapie ) Zielgerichtete Alphatherapie

Die wichtigste Kombination ist das Cu-64/Ac-225 Paar, das erstmals die Messung der
Dosimetrie von 22°Ac-markierten Radiopharmaka durch PET-Bildgebung erméglichen wiirde.
Aufgrund fehlender Gammaemissionen kénnen Dosimetriedaten fir 22°Ac-markierte
Radiopharmaka nicht direkt gemessen werden. Stattdessen wird die Dosimetrie entweder aus
Tierdaten extrapoliert und/oder anhand verwandter Verbindungen, die mit einem Gamma-
emittierenden Isotop markiert sind, abgeschatzt (vgl. Kap. 1.2.3.2). Die Dosimetriedaten sind
jedoch sehr wichtig, um eine unerwiinschte Radiotoxizitdit von gesundem Gewebe zu
vermeiden und die gezielte Alpha-Therapie durch Individualisierung der applizierten Dosis zu

optimieren. Durch den oben beschriebenen Ansatz von Radiohybridliganden mit zwei

Chelatoren konnten diese Informationen leicht durch eine quantitative PET-Bildgebung
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erhalten werden. Aufgrund der zunehmenden Anzahl von Radioligandentherapien unter
Verwendung von 22°Ac ist daher die Mdglichkeit, die Bioverteilung, Tumorverweildauer und
Clearance entsprechender Radiopharmaka durch PET zu tGiberwachen, von groRem klinischem
Interesse. Der Ansatz wiirde auch eine personalisierte zielgerichtete Alpha-Therapie mit
individualisierten Therapiedosen basierend auf den PET-Scans ermdglichen.

Aufgrund der vergleichbaren Beta-Energie von Lu-177 und Cu-67 kann das Cu-67/Ac-225 Paar
fliir die Tandemtherapie dienen; eine Behandlungsoption, die sich in der Klinik unter
Verwendung von 22°Ac- und !’Lu-markiertem PSMA-617 (siehe Kap. 1.2.3.2) als sehr
vielversprechend erwiesen hat. AuBerdem kann die Dosimetrie fiur der Cu-67/Ac-255
Tandemtherapie aus den Cu-64/Ac-225 PET-Daten berechnet werden.

Eine weitere bisher nicht untersuchte Anwendung des Ansatzes ist die Kombination zweier
beta-emittierender Radionuklide zur gezielten Strahlentherapie. Dies konnte durch
Kombinieren von Cu-67 mit entweder Lu-177, Tb-161 oder Y-90 erreicht werden. Das Cu-
67/Lu-177 Paar wirde zwei therapeutische Radionuklide mit dhnlichen Beta-Energien und
damit vergleichbarer Gewebepenetration fir die Behandlung von Mikrometastasen
kombinieren. Ein weiteres interessantes Radionuklidpaar ware Cu-67 und Th-161, die zwei
Betaemitter mit niedrigen Betaenergien, aber mit zusatzlichen Auger-Elektronen von Th-161
kombinieren®®. Im Gegensatz dazu wirde das Cu-67/Y-90 Paar zwei Radionuklide mit
unterschiedlichen Betaenergien vereinen. Wahrend Cu-67 fiir Tumordurchmesser von 1,2-3,0
mm optimal ist, liegt die optimale LisionsgréRe fiir die Behandlung mit Y-90 bei 28—42 mm?>,
Dies kann insbesondere fiir die Behandlung von Tumoren mit hoher intratumoraler
Heterogenitat auf genetischer, epigenetischer und phanotypischer Ebene von Vorteil sein.
Diese Metallkombinationen wirden zukiinftige Studien zur therapeutischen Wirksamkeit
dieser bisher nicht untersuchten dualen Beta-Strahlentherapie erméglichen.

Die Kombination des PET-Isotops Cu-64 mit nicht radioaktiven Lanthanoiden wie Eu, Yb usw.
bietet Zugang zu bimodalen Sonden fir die kombinierte PET/Fluoreszenz-Bildgebung.
Insbesondere bei der Lymphadenektomie wird heutzutage eine praoperative PET-Bildgebung
routinemaRig durchgefiihrt, um die Lokalisation von metastasierten Lymphknoten zu
erleichtern. Eine entsprechende bimodale Sonde wiirde dann zuséatzlich dem Chirurgen
wahrend der Operation bei der Lokalisierung von Krebsgewebe durch Fluoreszenz helfen,
beispielsweise unter Verwendung der Firefly-Technik des Da Vinci-Chirurgiesystems (vgl.

Abschnitt 1.2.3.3.1). Wie oben erwéhnt, sind solche bimodalen Sonden derzeit Teil intensiver
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Forschung, da sie einen groRen Nutzen fliir mCRPC-Patienten bieten. Mit der kiirzlichen
Einfihrung klinischer PET/MRT-Scanner sind auch entsprechende bimodale Sonden von
grolRem Interesse. Durch die Kombination von Cu-64 mit "Gd sind solche Sonden auch fur
unseren Ansatz zugadnglich, obwohl sie aufgrund der unterschiedlichen bendétigten
Stoffmengen an Kontrastmitteln, die derzeit mehrere GréRBenordnungen auBeinander liegen,
eine untergeordnete Rolle spielen. Dennoch sind wissenschaftliche und technologische
Fortschritte nicht absehbar und klinische Anwendungen solcher bimodaler Sonden kdénnten in
(naher) Zukunft moglich werden. Schlielich kann der Dual-Labeling-Ansatz auch fir
,Standard“-Anwendungen in der Nuklearmedizin wie PET-Bildgebung und gezielte
Radioligandentherapie eingesetzt werden, bei der ein Radionuklid mit einem zweiten nicht
radioaktiven Metallkation kombiniert wird, dhnlich dem oben beschriebenen Ansatz von

Radiohybridliganden.
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3.2.1 Synthese des Dichelatormodellkonstrukts NODIA-Me-Bz-DOTA

Fir den Nachweis einer regioselektiven Metallkomplexierung fir die Entwicklung eines
radiohybriden PSMA-spezifischen Radiotracers wurde ein entsprechendes
Dichelatormodellkonstrukt hergestellt (Abb. 44), welches, wie zuvor beschreiben, die
Chelatoren DOTA und NODIA-Me 14 beinhaltet. Die Synthese des Modellkonstrukts startete
ausgehend von 14 und dem Linker 1-(N-BOC-Aminomethyl)-4-aminomethylbenzol (Abb. 45).
Der Linker 1,4-Xylylendiamin wurde gewahlt, um einen eventuelle Wechselwirkung der beiden
Chelatoren bei der Komplexbildung aufgrund der Starrheit des planaren Benzolrings zu

minimieren.
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Abbildung 45 Synthese des Dichelator Modelliganden 16 ausgehend von NODIA-Me 14.

Fiir die Darstellung von NODIA-Me-Benzylamin 15 wurde zunachst die BOC-geschiitzte
Zwischenstufe 1-(N-BOC-Aminomethyl)-4-aminomethylbenzol synthetisiert. Die Kopplung an
NODIA-Me 14 erfolgte in DMF unter Verwendung von HATU. Nach vollstandigem Eduktumsatz
wurde die Reaktion durch die Zugabe von Wasser beendet, das Losungsmittel entfernt und
die BOC-Schutzgruppen durch Zugabe einer TFA/Dichlormethan Ldsung (50:50, % v/v)
abgespalten. Nach 2 h wurde das Losungsmittel entfernt und 15 tber eine RP-Ci1g-Saule unter
Verwendung eines Wasser/Acetonitril Gradienten aufgereinigt. Das gewinschte Produkt

NODIA-Me-Benzylamin 15 konnte unter diesen Bedingungen in einer Ausbeute von 73 %
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isoliert werden. Im 'H-NMR und 3C-NMR von 15 wurden alle charakteristischen Signale
gefunden. Auch die LR-ESI-(+)-Spektren zeigten, dass das Produkt 15 in hoher Reinheit fir die
folgende DOTA-Kopplung vorlag (Abb. 45).

Nach Charakterisierung von NODIA-Me-Bz 15 erfolgte im zweiten Schritt die Kopplung mit
dem dreifach geschiitzten DOTA-Derivat DOTA-tris-tert.butylester in DMF mittels HATU. Nach
erfolgter Aufreinigung wurde NODIA-Me-Bz-DOTA 16 in einer Ausbeute von 56 % isoliert. Die
Charakterisierung des Modellkonstruktes 16 erfolgte mittels Massenspektroskopie,

analytischer HPLC und NMR-Spektroskopie.
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Abbildung 46 LR-ESI-(+)-Spektrum des Modellliganden 16.

Abb. 46 zeigt das entsprechende LR-ESI-(+)-Spektrum mit den erwarteten m/z fir den
Modellliganden 16 mit [M + H]* = 880.0 sowie fiir [M + 2H]?* = 440.6. Anhand von 1D- und 2D-
NMR Spektroskopie konnte Verbindung 16 eindeutig charaktisiert werden. Im H-NMR-
Spektrum sind die beiden Singuletts der aromatischen Imidazolprotonen bei einer chemischen
Verschiebungvon § =6.98 und 6.83 ppm, die aromatischen Protonen des Benzolrings bei einer
chemischen Verschiebung von § = 7.3 — 7.24 ppm, die CH,-Gruppen des Benzylamin Linkers
sowie die beiden Methylgruppen der Imidazole bei einer chemischen Verschiebung § = 3.54
ppm zu sehen. Die beiden CH;-Gruppen der Imidazolsubstituenten bilden ein Singulett bei
3.45 ppm. Die Methylengruppen der Essigsauresubstituenten der beiden Chelatoren wurden
bei den chemischen Verschiebungen § = 3.23, 3.18 sowie bei 3.00 und 2.88 ppm in Form
breiter Singuletts gefunden. Die makrozyklischen CH,-Gruppen von DOTA und NODIA-Me 14
traten in Form einer Vielzahl von Multipletts im Bereich 6 = 2.75 — 2.15 ppm auf. Auch im 3C-
NMR Spektrum wurden alle erwarteten Signale identifiziert.

Besonders wichtig im Rahmen der Synthese bzw. Aufreinigung von NODIA-Me-Bz 15
und NODIA-Me-Bz-DOTA 16 war die Verwendung von Umkehrphasensdulen (RP-Cis-Saulen),
da bei einer Normalphasensdule (SiOz/Kielselgel) enorme Ausbeuteverluste beobachtet
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wurden. Gerade fiir die erste Stufe der Syntheseroute konnte durch die
saulenchromatographische Reinigung, trotz des vollstandigen Umsatzes der Edukte, lediglich
eine Ausbeute von 38 % erzielt werden. Die Zugabe von 1 % DIPEA zur mobilen Phase konnte
die Ausbeute zwar leicht steigern, eine vollstandige Elution des Produktes 15 wurde allerdings
nicht beobachtet. Zudem wurde mit zunehmender Polaritdt des Eluenten vermehrt
Verunreinigungen der Produktfraktion bzw. eine nicht ausreichende Trennung der Fraktionen
beobachtet. Gegebenenfalls kdnnen die Ausbeuteverluste auf eine Wechselwirkung des
Chelators mit der stationdren Phase wahrend der sdaulenchromatographischen Aufreinigung
erklart werden. Die Wechselwirkung zwischen den stark basischen Aminen des TACN-Rings
und Imidazolresten des Chelators und SiO, ware eine mogliche Erklarung fir die beobachteten

Ausbeuteverluste.

Zusammenfassend wurde erstmalig ein Modellkonstrukt synthetisiert, welches es aufgrund
des maRgeschneiderten Cu?*-spezifischen BFC NODIA-Me 14 und des universellen BFC DOTA
ermoglicht, die regioselektive Komplexierung von zwei Metallkationen genauer zu
untersuchen. Das Dichelator Modellkonstrukt 16 konnte so in einer Gesamtausbeute von 56 %

synthetisiert werden.
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3.2.2 Nachweis der regioselektiven Metallkomplexierung des Dichelator Modellliganden

Die regioselektive Komplexierung von zwei unterschiedlichen Ubergangs- bzw.
Lanthanoid/Actinoidkationen in einem Molekil unter Verwendung von zwei makrozyklischen
Liganden ist in der Literatur zum aktuellen Zeitpunkt nicht beschrieben (vgl. Kap. 3.2).

Die Probleme, die mit einer Markierung von literaturbekannten BFCs mit zwei
unterschiedlichen Metallkationen einhergehen, sind in der Regel eine gemischte
Komplexierung bzw. eine prozentuale Verteilung der einzelnen Metalle im jeweiligen BFC,
wodurch es bspw. zu einer unvollstandigen (Radio)markierung kommen kann. Durch die
Synthese des Modellkonstrukts NODIA-Me-Bz-DOTA 16, das aus dem universellen Chelator
DOTA sowie NODIA-Me 14 aufgebaut ist, konnte die chemoselektive bzw. regioselektive
Doppelmarkierung, aufgrund der hohen Spezifitdt von 14 gegentiber Cu, erstmals ermoglich
werden.

Zum Nachweis der (Regio)selektivitit von Cu?* bzw. der angesprochenen
Metallkationen vom Typ M3* (Kap. 3.2) erfolgten im folgenden Kapitel Untersuchungen der
Komplexbildung von 16 mittels Massenspektroskopie, UV/Vis-Spektroskopie, EPR-
Spektroskopie sowie NMR-Spektroskopie. Die Untersuchungen erfolgten zunachst unter
Verwendung der nicht radioaktiven Metalle, da diese in dquimolaren Stoffmengen eingesetzt

werden konnen.
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3.2.2.1 Massenspektrometrische Untersuchungen der selektiven Metallkomplexierung
von NODIA-Me-Bz-DOTA 16

Um einen Einblick Uber die Komplexbildungseigenschaften des neuartigen Dichelator
Modellliganden NODIA-Me-Bz-DOTA 16 zu erhalten, wurden anfanglich
massenspektrometrische Untersuchung durchgefiihrt. Es wurde dabei zunachst iberpriift, ob
es bei Zugabe von "Cu?* zu NODIA-Me-Bz-DOTA 16 zur Bildung von mono- bzw.- dinuklearen

Kupferkomplexen oder sogar eines Gemisches aus Cul6 und Cu;16 kommt.
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Abbildung 47 Schematische Darstellung der zwei potentiell gebildeten Cu?*-Komplexe des
Modellkonstruktes Cul6 und Cu216 unter Angabe der Summenformel und der exakten Masse.
Die Ladungen der Komplexe sind aus Griinden der Einfachheit nicht angegeben.

Hierzu wurde der Ligand 16 in unterschiedlichen walirigen Losungen vorgelegt (vide infra), mit
einer walirigen CuCl; titriert und die Komplexbildung massenspektrometrisch untersucht

(Abb. 48).

Fiir die erste Titrationsreihe wurde 0.1 M HCI (pH 1) als Losungsmittel fir die
Komplexbildungsreaktion verwendet. Unter diesen stark sauren Bedingungen ist die Bildung
eines [Cu(DOTA)]>-Komplexes wahrscheinlich erschwert, wéahrend vorangegangene
Untersuchungen von Bartholomi et al. zeigten, dass sich Komplexe zwischen Cu?* und NODIA-

Me 14 bereits bei pH 1 bilden bzw. stabil sind*>2.
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Abbildung 48 A) LR-ESI-(+)-Spektrum von 16 bei pH 1 nach der Zugabe von 1.0 Aq. CuCl,.
Beobachtet wurde die Bildung des Komplexes Cul6 mit [M+2H]?* = 471.4 und [M+2Na]** =
482.3 sowie des Komplexes Cuz16 mit [2M+H]?* = 502.6. B) LR-ESI-(+)-Spektrum von 16 nach
Zugabe von 0.6 Aqg. CuCly. C) LR-ESI-(+)-Spektrum von 16 nach Zugabe von 1.0 Aq. CuCl; bei pH
5.4. D) C) LR-ESI-(+)-Spektrum von 16 nach Zugabe von 2.0 Aq. CuCl, bei pH 5.4.

Abb. 48 A zeigt das LR-ESI-(+)-Spektrum nach der Zugabe von 1.0 Aquivalenten CuCl, zu 16 bei
pH 1. Unter den vorliegenden Reaktionsbedingungen wurde der mononukleare Cu-Komplex
Culé (m/z= 471.1) als Hauptprodukt beobachtet wurde. Desweiteren konnten bei einer
Masse von m/z = 482.3 der Peak fiir das Natriumsalz des Kupferkomplex gefunden werden. Zu
einem geringen prozentualen Anteil wurde zudem der Peak fiir Cu;16 bei m/z = 502.6
gefunden. Die Bildung Cu;16 war in diesem Zusammenhang moglicherweise einem leichten
Uberschuss an CuCl; geschuldet. Bei geringeren Aquivalenten an Cu?* wurde der dinukleare
Cu216 Komplex in 0.1 M HCl nicht gebildet. Von 0.2 — 0.8 Aquivalenten Cu?* wurde neben dem
zweifach protonierten freien Liganden 16 mit m/z = 440.7 ausschlieBlich die Zunahme an Cul6
beobachtet (Abb. 48 B). Aus diesem Experiment wurde deutlich, dass bei pH 1 keine
signifikante Bildung von Cu.16 erfolgte. Daraus lasst sich schlieBen, dass der Cu(DOTA)

Komplex sich unter stark sauren Bedingungen nicht merklich bildet.
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Um den Einfluss des pH-Wertes auf die Komplexbildung zwischen 16 und Cu?* zu untersuchen,
wurden ebenfalls Titrationen in Ammoniumacetatpuffer bei pH 5.4 durchgefiihrt. Bei diesem
pH-Wert war ein anderes Verhalten zu beobachten. Bereits bei weniger als einem Aquivalent
an Cu?* wurde sowohl die Bildung von Cul6 als auch von Cu,16 beobachtet (Abb. 48 C). Bei
einem Aquivalent wurde ein Gemisch aus freiem Ligand 16 und dessen Natriumaddukt, Cul6
und Cu;16 gefunden. Als Hauptprodukt bildelte sich der dinukleare Cu;16 Komplex mit m/z =
502.7 (Abb. 48 C). Nach der Zugabe von zwei Aquivalenten wurde unter diesen
Reaktionsbedingungen ausschlieflich der dinukleare Cu;16 Komplex gebildet (Abb. 48 D).

Die Ergebnisse stehen im Einklang mit der postulierten pH-Abhangigkeit der
Komplexbildung von DOTA und NODIA-Me 14. Bei pH 5.4 bildet sich der Cu(DOTA) Komplex
bereits bei Raumtemperatur und fiihrt daher zur Bildung von mehreren Kupferspezies. Diese
Reaktionsbedingungen sind demnach ungeeignet fiir die regio- bzw. chemoselektive Bildung
eines mononuklearen Kupferkomplexes des Modellliganden 16.

Bei einem pH-Wert von 1 konnte hingegen die fast exklusive Bildung von Culé6
beobachtet werden, wahrend der dinukleare Komplex Cu16 sich lediglich zu einem sehr
geringen Anteil bildete. Unter diesen Reaktionsbedingungen konnte so erstmalig die
chemoselektive Bildung eines mononuklearen Kupferkomplexes unter Verwendung eines
Dichelatormodellkonstrukts gezeigt werden.

Um die Selektivitit des BFCs NODIA-Me 14 fir Cu?* gegenliber DOTA zu
demonstrieren, wurde ein zusatzliches Experiment durchgefiihrt. In diesem Versuch wurde
eine dquimolare Mischung der Chelatoren NODIA-Me 14 und DOTA mit den Metallkationen
Cu?* sowie Lu3* unter verschiedenen Reaktionsbedingungen bei pH 5.4 inkubiert und

anschlieRend die Komplexbildung massenspektrometrisch untersucht (Abb. 49).
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Abbildung 49 Ergebnis der massenspektrometrischen Untersuchung der selektiven
Metallkomplexierung zwischen den Chelatoren DOTA und NODIA-Me 14 mit den Metallsalzen
CuCl; bzw. LuCls bei unterschiedlichen Reaktionsbedingungen. A) LR-ESI-(+)-Spektrum der
beiden freien Liganden vor Inkubation mit Metallsalzen. B) LR-ESI-(+)-Spektrum nach Zugabe
von 1 Ag. Cu?*. C) LR-ESI-(+)-Spektrum der beiden Chelatoren nach Zugabe von 1 Ag. Cu?* und
1 Aqg. Lu* bei Raumtemperatur. D). LR-ESI-(+)-Spektrum der beiden Chelatoren nach
(gleichzeitiger) Zugabe von 1 Aqg. Cu?* und 1 Ag. Lu3* nach Inkubation bei 95 °C.

Abb. 49 A zeigt das LR-ESI-(+)-Spektrum der Mischung der beiden BFC DOTA und NODIA-Me
14 in Ammoniumacetat vor der Inkubation mit den Metallsalzen. Wie aus Abbildung 49 B
ersichtlich, wurde nach Zugabe eines Aquivalents CuCl, ausschlieBlich der [Cu(NODIA-Me)]
Komplex Cul4d gebildet (m/z = 437.3). Die Bildung von [Cu(DOTA)], wurde unter den
vorliegenden Markierungsbedingungen (Inkubationszeit < 1 min, Raumtemperatur, pH 5.4)
nicht beobachtet. Im Anschluss wurde ein Aquivalent LuCls bei Raumtemperatur dazu
gegeben und per Massenspektrometrie untersucht (Abbildung 49 C). Es wurde keine
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Anderung festgestellt, was darauf schliessen l4sst, dass fiir die Bildung von Lu3* Komplexen,
insbesondere des Lu(DOTA) Komplexes, erhohte Temperaturen notwendig sind. Im Anschluss
wurde das Gemisch fir 15 min bei 95 °C erhitzt (Abbildung 49 D). Nach Erwdrmen des
Gemisches wurde die Bildung des Lu(DOTA)-Komplex (m/z = 577.3) sowie des [Lu(DOTA)CI]
Komplexes mit einem m/z = 611.4 beobachtet. Eine Transchelatierung wurde weder fir den
Cu(NODIA-Me) noch fiir den Lu(DOTA) Komplex beobachtet, was fiir die Stabilitat der beiden
Komplexe spricht. Im LR-ESI-(+)-Spektrum wurde weder der Cu(DOTA) Komplex mit einem m/z
= 464.1 noch der [Lu(NODIA-Me)] Komplex mit einem m/z = 551.2 gefunden. Wie somit aus
den Spektren hervorging, wurden hauptsachlich der Cul4 und der [Lu(DOTA)]-Komplex
gebildet, bei gleichzeitigem Ausbleiben der Transchelation von Cu?* zu DOTA bzw. von Lu3* zu
NODIA-Me, was die selektive Komplexierung der beiden Metallkationen in dem jeweiligen BFC

bestatigte.

Durch die massenspektrometrischen Untersuchungen konnte zusammenfassend gezeigt
werden, dass die chemoselektive Bildung des mononuklearen Kupferkomplexes Cul6 unter
geeigneten Reaktionsbedingungen moglich ist. In einem weiteren Experiment mit einer
dquimolaren Mischung an DOTA und NODIA-Me 14 konnte zudem gezigt werden, dass Cu?*
bevorzugt durch NODIA-Me 14 gebunden wird, wohingegen das sterisch anspruchsvollere Lu3*
Kation exklusiv durch den BFC DOTA komplexiert wird. Diese Ergebnisse bildeten im
Folgenden die Grundlage fir die Synthese heterodinuklearer Metallkomplexe unter

Verwendung des Dichelatormodellkonstrukts.
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3.2.2.2 Synthese heterodinuklearer Metallkomplexe vom Typ [CuLn(NODIA-Me-Bz-DOTA]

Die massenspektrometrischen Untersuchungen der Metallkomplexierung von Dichelator
Modellkonstrukts 16 mit Cu?* zeigten, dass bei pH 1 die Bildung des mononuklearen
Kupferkomplexes beobachtet wurde, wahrend bei pH 5.4 die Bildung eines Gemisches aus
Cul6 und Cuy16 erfolgte. In einem weiteren Experiment mit einem dquimolaren Gemisch an
DOTA und NODIA-Me 14 wurde bei pH 5.4 die selektive Bildung der Metallkomplexe
[Lu(DOTA)] und [Cu(NODIA-Me)] nachgewiesen.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse und den Arbeiten von Wienhoff'?>, Wurzer!!® oder
Notni et al.}¥” wurde in diesem Kapitel untersucht, ob eine selektive Komplexierung von Cu?*
und Ln3* auch unter Verwendung des Dichelatormodellkonstruktes 16 beobachtet wird. In
Analogie zu den Arbeiten von Wienhoff et al. erfolgte zunéchst die Umsetzung von 16 mit Ln3*
bei erhéhter Temperatur, gefolgt von der Zugabe von CuCl, bei Raumtemperatur!>. Bei der
umgekehrten Reihenfolge (Zugabe von Cu?* bei Raumtemperatur gefolgt von der Ln3*
Komplexierung bei erhéhter Temperatur) konnte es eventuell zu einer Transchelatierung des
Cu?* wahrend des Heizschrittes kommen, da bei pH 5.4 die Bildung des dinuklearen Cu?*
Komplexes Cu,16 beobachtet wurde (siehe Kapitel 3.2.2.1). Durch die obige Reihenfolge sollte
so zundchst der BFC DOTA mit Ln3* erhdhter Temperatur beladen werden, gefolgt von der
Komplexierung von Cu?* bei Raumtemperatur.

Fir die Untersuchung der Komplexbildung wurde das Dichelatormodellkonstrukt 16 in
Ammoniumacetatpuffer (1 M, pH 5.4) gelést, 2 Aquivalente des entsprechenden
Lanthanoidsalzes LnCls zugegeben und fir 15 min bei 95 °C inkubiert (Abb. 50). Direkt nach
Beendigung der Reaktionszeit wurde der Markierungsansatz tber eine Cig Sep Pak Kartusche
aufgereinigt und charakterisiert. Als Lanthanoide wurden die medizinisch interessanten Tbh3*,
Eu** und Tm3*, das MR-aktive Gd3* sowie Lu3* gewahlt. Da vom Alphaemitter [?2°Ac]Ac3* kein
stabiles Isotop bekannt ist, wurde zudem die Komplexbildung mit Lanthan untersucht, da das
La3*-Kation aufgrund der Actinoidenkontraktion einen vergleichbaren lonenradius zu

[22°Ac]Ac3* besitzt.
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Abbildung 50 Synthese der Lanthanoidkomplexe vom Typ [Ln(NODIA-Me-Bz-DOTA)]/ Ln16.

Tabelle 11 Auflistung der theoretischen und gemessenen Massen, der HPLC-Retentionszeiten
der [Ln(NODIA-Me-Bz-DOTA)]/ Ln16 Komplexe nach erfolgter Cis-Sep Pak Aufreinigung.

Theoretische LR-ESI-MS m/z fiir [M + H]* und Retentionszeit

Komplex
Summenformel [M + 2H)* analytische HPLC
Lulé Ca2H62N130sLu Ber.: 1052.4, 526.6 Gef.: 1052.4, 526.7 8.43 min
Lal6 Ca2H62N130s8la Ber.: 1016.4, 508.7 Gef.: 1016.8, 508.8 8.32 min
Gd16 Ca2H62N1308Gd  Ber.: 1035.4, 518.2 Gef.: 1035.4, 517.7 8.23 min
Tbh16 Ca2H62N1308Tb  Ber.: 1036.4, 518.7 Gef.: 1036.4, 518.7 8.13 min
Eul6 Ca2H62N1308EU Ber.: 1030.4, 515.7 Gef.: 1030.1, 515.3 8.12 min
Tm16 Ca2He2N130sTm  Ber.: 1046.4, 523.7 Gef.: 1046.4, 523.7 8.23 min

Unter diesen Reaktionsbedingungen wurde ausschlielSlich die chemoselektive Bildung der
jeweiligen mononuklearen Ln-Komplexe beobachtet. Die berechneten und gemessen m/z
Verhaltnisse der Komplexe sind in Tabelle 11 aufgefiihrt. Die Bildung der Komplexe vom Typ
Ln216 wurde nicht beobachtet, was mit den Ergebnissen der massenspektrometrischen
Vorversuche aus Kap 3.2.2.1 im Einklang stand. Auch die Inkubation von 16 mit 5 Aquivalenten
LnCls fiihrte nicht zur Bildung der homodinuklearen Metallkomplexe, was mittels analytischer

HPLC und Massenspektrometrie bestatigt werden konnte. Fiir alle Komplexe wurden im LR-
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ESI-(+)-Spektrum dabei die jeweiligen berechneten Massen m/z fiir [M + H]*und [M + 2H]**
gefunden (Tabelle 11). Alle Produkte wurden in quantitativer Ausbeute isoliert.

Nachdem unter den angegebenen Reaktionsbedingungen (pH 5.4, 1M
Ammoniumacetat-puffer, Inkubation flr 15 min bei 95 °C) die chemoselektive Bildung der
mononuklearen Lanthanoidkomplexen beobachtet werden konnte, wurde anschlieRend die
Komplexbildung zwischen Ln16 und Cu?* untersucht. Hierzu wurde Ln16 ebenfalls in
Ammoniumacetatpuffer vorgelegt und anschlieBend 1.5 Aquivalente CuCl bei

Raumtemperatur zugegeben (Abb. 51).

Nokn---2
CuCl, AN T O CuLn16
1 min @ RT L/ quant.
(‘) Ln = Lu, La, Gd, Tb, Eu, Tm

Abbildung 51 Synthese der heterodinuklearen Metallkomplexe vom Typ [CuLn(NODIA-Me-Bz-
DOTA)] / CuLn16 ausgehend von Ln16.
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Tabelle 12 Auflistung der theoretischen und gemessenen Massen, der HPLC-Retentionszeiten
der [CuLn(NODIA-Me-Bz-DOTA)] / CuLn16 Komplexe nach erfolgter C1s-Sep Pak Aufreinigung.

Komplex  Theoretische Summenformel LR-ESI-MS m/z fur Retentionszeit HPLC
M2+
CulLuleé Ca2He2N130sLuCu Ber.: 557.2 Gef.: 557.6 10.4 min
Culalé Ca2He2N130sLaCu Ber.: 539.2 Gef.: 539.5 10.9 min
CuTb16 Ca2H62N1308ThCu Ber.: 549.2 Gef.: 548.8 11.2 min
CuEulé6 Ca2He2N1308EuUCu Ber.: 546.2 Gef.: 546.0 11.0 min
CuGd16 C42Hs2N1308GdCu Ber.: 548.7 Gef.: 548.2 10.9 min
CuTm16 Ca2H62N130sTmCu Ber.: 554.2 Gef.: 554.5 11.2 min

Die massenspektrometrische Charakterisierung dieser Metallkomplexierung zeigte
ausschlieRlich die chemoselektive Bildung der heterodinuklearen Komplexe vom Typ CuLn16.
In Tabelle 12 sind die berechneten und gemessen m/z Verhéltnisse der entsprechenden
Komplexe aufgefiihrt. Die Bildung der Komplexe Cul6 und Cu,16 wurde nicht beobachtet. Die
Bildung von lediglich einer Spezies konnte ebenfalls mittels analytischer HPLC nachgewiesen

werden.

Zusammenfassend wurde in diesem Kapitel erstmalig die chemoselektive Bildung
heterodinuklearer Metallkomplexe unter Verwendung des Dichelator Modellkonstruktes
beobachtet. Auf Basis der massenspektrometrischen Untersuchungen aus Kapitel 3.2.2.1
erfolgte dazu zunachst die Synthese der mononuklearen Lanthanoidkomplexe Ln16 in
Ammoniumacetat-Puffer bei pH 5.4. Nach anschlieBender Zugabe von CuCl; konnten die
heterodinuklearen Komplexe CulLn16 in quantitativer Ausbeute isoliert werden. Weder die
Untersuchungen der Metallkomplexe mittels analytischer HPLC noch die
massenspektrometrischen Daten zeigten die Bildung von Nebenprodukten, bspw. Ln;16, Cul6

oder Cu;16.

Obwohl die chemoselektive Darstellung der heterodinuklearen Komplexe CuLn16 in diesem
Kapitel erfolgreich nachgewiesen werden konnte, konnte keine Aussage Uber die
regioselektive Komplexierung der Metallkationen getroffen werden. Zwar legten die

durchgefiihrten Experimente, zusammen mit den Ergebnissen aus Kapitel 3.2.2.1, die
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Vermutung nahe, dass die Metallkomplexierung der Lanthanoidkationen durch den BFC DOTA
und die von Cu?* durch NODIA-Me erfolgte, ein eindeutiger Nachweis fur die regioselektive
Komplexierung der jeweiligen Metallkationen ist durch diese Methoden nicht méglich. Daher
wurden weitere spektroskopische Untersuchungen mittels UV/Vis, NMR und EPR

Spektroskopie durchgefiihrt, um die regioselektive Komplexbildung zu bestatigen.
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3.2.2.3 UV/Vis-Spektroskopische Untersuchungen der regioselektiven
Metallkomplexierung durch das Dichelatormodellkonstrukt 16

In den Kapiteln 3.2.2.1 und 3.2.2.2 wurde die chemoselektive Bildung des mono-
Kupferkomplexes Culé bzw. der heterodinuklearen Metallkomplexe CulLn16 beobachtet.
Dennoch konnte durch die massenspektrometrischen Untersuchungen noch keine Aussagen
Uber die regioselektive Komplexierung der Metallkationen Cu?* und Ln3* getroffen werden.

Eine Moglichkeit die regioselektive Bindung der Metallkationen im jeweiligen Komplexbildner
zu bestatigen, ist die UV/Vis-Spektroskopie. Metallkomplexe mit Cu?*-Kationen zeigen, je nach
Koordinationssphare, im Bereich von 550-780 nm eine fiir den d-d-Ubergang charakteristische
Absorption und kénnen somit spektroskopisch charakterisiert werden. Um die regioselektive
Metallkomplexierung im Modellkonstrukt 16 nachzuweisen, wurden zunachst die Cu-
Komplexe von DOTA und NODIA-Me 14 als auch des Ethylamids von 14 NODIA-Me-NHEt
hergestellt'°. Das entsprechende Amid von NODIA-Me wurde hergestellt, um die Konjugation
an einen Zielvektor lber eine Peptidbindung zu imitieren. Im Falle von NODIA-Me 14 kann die
freie Carbonsdure an der Komplexbildung teilnehmen, was zu einer Anderung des
Absportionsmaximums fiihren kann. Die maximale Absorptionswellenldnge des d-d-
Ubergangs der Komplexe [Cu(DOTA)]* sowie TACN-basierten Cu-Komplexen mit
Imidazolsubstituenten (Abb. 52) sind literaturbekannt und unterscheiden sich aufgrund der
unterschiedlichen Koordinationssphire von Cu?* und den damit verbundenen
unterschiedlichen Absorptionsmaxima fiir den d-d-Ubergang deutlich voneinander®>2. Somit
konnen die entsprechenden UV/Vis Spektren als Referenz fiir den Nachweis der

regioselektiven Metallkomplexierung im Modelliganden 16 eingesetzt werden441>1,
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Abbildung 52 Schematische Darstellung der Kupferkomplexe [Cu(DOTA)]?> und [Cu(NODIA-
Me-NHEt)], die als Referenz der UV/Vis-spektroskopischen Untersuchungen verwendet
wurden.

Fir den Vergleich der Absorptionsmaxima wurden die Komplexe des
Dichelatormodellkonstrukts Cul6 und CuLul6, nach den Vorschriften aus Kapitel 3.2.2.1 bzw.
3.2.2., hergestellt. Durch den Vergleich mit [Cu(DOTA)]?> bzw. [Cu(NODIA-Me-NHEt)] kdnnen
dann Ruckschlisse auf die Koordinationssphiare des Cu?* gewonnen werden. Vor den
jeweiligen  Messungen erfolgte die Charakterisierung der Komplexe mittels
Massenspektrometrie.
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Abbildung 53 Vergleich der UV/Vis-Spektren der Komplexe [Cu(DOTA)]? (rot), [Cu(NODIA-Me-
NHEt)] (griin) und Cul6 (blau) in wassriger Lésung (c =5 mM).
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Abb. 53 zeigt die Absorptionsmaxima fiir die d-d-Uberginge der Komplexe [Cu(DOTA)]%,
[Cu(NODIA-Me-NHEt)] und Culé. Die jeweiligen Absorptionsmaxima lagen bei 4,4, =657 nm
fur [Cu(NODIA-Me-NHEt)], bei A,,,4, = 741 nm fir [Cu(DOTA)]? und bei A,,,, = 664 nm fir
Culé6. Die beobachteten Absorptionsmaxima von Cul6 und [Cu(NODIA-Me-NHEt)] standen im
Einklang mit den bereits publizierten Daten von Bartholomi et al.*>2. Wie daraus hervorgeht,
wurden sowohl fiir [Cu(NODIA-Me-NHEt)] als auch fiir Cul6 dhnliche Absorptionsmaxima fur
den d-d-Ubergang gefunden, wahrend das Maximum fiir den d-d-Uberhang des [Cu(DOTA)]-
Komplex bei wesentlich héheren Wellenlangen beobachtet wurde.

Da die Synthese des Komplexes Cul6 in Kapitel 3.2.2.1 in 0.1 M HCI erfolgte, wurden
die Absorptionsmaxima nicht nur in Wasser, sondern auch in 0.1 M HCl gemessen, um zu
Einfluss des Losungsmittels bzw. des pH-Wertes zu untersuchen. Auch in 0.1 M HCl wurden
flr Cul6 und [Cu(NODIA-Me-NHEt)] identische Wellenlangen fiir das Absorptionsmaximum
gefunden, wihrend das Absorptionsmaximum von [Cu(DOTA)]?> bei deutlich hoéheren
Wellenlangen lag. Die jeweiligen Absorptionsmaxima in 0.1 M HCl waren bei A,,,4, = 657 nm
fur [Cu(NODIA-Me-NHEt)], bei A,,,4, = 708 nm fiir [Cu(DOTA)]> und bei A, 4, = 661 nm fir Cul6
(Tabelle 13).

Der Vergleich der Absorptionsmaxima von [Cu(DOTA)]%>, [Cu(NODIA-Me-NHEt)] und
Cul6 legte somit nahe, dass die Komplexierung des Cu?*-Kations regioselektivim NODIA-Me
Teil des Dichelatormodellkonstruktes erfolgte.

Eine identische Beobachtung konnte die Absorptionsmaxima der d-d-Uberginge

zwischen Cu(NODIA-Me-NHEt), Cul6 und CuLul6 gemacht werden (Abb. 54).
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Abbildung 54 Vergleich der UV/Vis-Spektren der Komplexe [Cu(NODIA-Me-NHEt)] (blau),
Culul6 (grin) und Cul6 (rot) in wassriger Losung (c =5 mM).

Die Absorptionsmaxima in wassriger Losung lagen bei 4,4, = 657 nm fiir [Cu(NODIA-Me-

NHEt)], bei 4,45 = 663 nm fir CuLulé und bei A,,,, = 664 nm fir Culé (Tabelle 13).

Tabelle 13 Absorptionsmaxima der d-d Ubergidnge der untersuchten Kupferkomplexe
[Cu(DOTA)]?%, [Cu(NODIA-Me-NHEt)] und Cul6 in verschiedenen Losungsmitteln.

Komplex Lésungsmittel Amax d-d—Ubergang
[Cu(DOTA)]* 0.1 M HCl 708 nm
[Cu(DOTA)]* H,0 741 nm

[Cu(NODIA-Me-NHEt)] 0.1 M Hcl 657 nm
[Cu(NODIA-Me-NHEt)] H,0 657 nm
Cule 0.1 M HCI 661 nm

Culé H20 664 nm

Culul6 H,O 663 nm

Sowohl fir Cul6 als auch fir CuLulé wurde folglich kein signifikanter Unterschied der
Absorptionsmaxima zu [Cu(NODIA-Me-NHEt)] beobachtet. Somit konnte in diesem

Experiment nachgewiesen werden, dass die Komplexierung des Lu3* durch das
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Dichelatormodellkonstrukt 16 keinen Einfluss auf die Bindung des Cu?* hatte. Dies bestatigt
sowohl die regioselektive Komplexierung des Cu?* im NODIA-Me Teil als auch die
regioselektive Chelation des Lu3>* im DOTA Teil des Modellkonstrukts. Zusatzlich deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass es zu keiner Transchelation zwischen den beiden Metallkationen
kommt.

Um eine mdgliche Transchelatierung des Cu?*-Kations vom BFC NODIA-Me zum BFC
DOTA des Modellkonstruktes 16 vollends auszuschlieRen, wurde Cul6 hergestellt, das UV/Vis-
Spektrum aufgenommen und anschliefend die Probe fiir 15 min bei 95 °C erhitzt. Danach
wurde erneut das UV/Vis-Spektrum aufgenommen, um zu Uberprifen, ob eine Verschiebung

des Absorptionsmaximums zu hoheren Wellenlangen erfolgte (Abb. 55).

Cu16 nach 15 min bei 95 °C, Aya, =661 nm
CU16, gy = 661 NM

o o ©
Y ¢ %

Absorption/ a.u.
e
n

1 I 1
500 600 700 800
Wellenlénge / nm

Abbildung 55 UV/Vis-Spektren von Cul6 vor (rot) und nach (blau) Inkubation bei 95 °C.

Sowohl vor als auch nach der Inkubation bei 95 °C lag das beobachtete Maximum fiir den d-d-
Ubergang bei einer Wellenldnge von 661 nm. Eine Transchelatierung des Cu?*-Kations vom
BFC NODIA-Me Teil zum BFC DOTA Teil des Modellkonstruktes 16 konnte somit
ausgeschlossen werden, was auf eine hohere thermodynamische oder kinetische Stabilitat

des Cu(NODIA-Me) Komplexes im Vergleich zum Cu(DOTA) Komplex hindeutet.
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Obwohl die Komplexierung von zwei unterschiedlichen Metallen in einem Dichelatorsystem
bereits literaturbekannt ist'*>7118 (vgl. Kap. 3.2), lieferten die in dieser Arbeit durchgefiihrten
UV/Vis-spektroskopischen Untersuchungen erstmalig den eindeutigen Nachweis einer
regioselektiven Metallkomplexierung. Die Komplexierung von Cu?* erfolgt eindeutig im
NODIA-Me Teil und von Lu3* im DOTA Teil des Modellkonstruktes 16. Fiir die d-d-Uberginge
von Cul6, CulLulé und [Cu(NODIA-Me-NHEt)] wurden keine signifikanten Unterschiede
beobachtet, wihrend das Absorptionsmaximum von [Cu(DOTA)]? bei deutlich héheren

Wellenldangen gefunden wurde.
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3.2.2.4 NMR-spektroskopische Untersuchungen des Modellkonstruktes 16 und der
Metallkomplexe Lul6 sowie ZnLul6

In Kapitel 3.2.2.3 konnte die regioselektive Komplexierung von Cu?* im NODIA-Me Teil des
Modellkonstruktes 16 mittels UV/Vis-Spektroskopie eindeutig nachgewiesen werden. Eine
weitere Moglichkeit die regioselektive Bindung der Metallkationen zu bestatigen, ist die
Charakterisierung der Komplexe mittels NMR-Spektroskopie.

Grundlage fir dieses Experiment bildete die NMR-spektroskopische Untersuchung des
BFC NODIA-Me 14 bzw. seines Zinkkomplexes von Bartholoma et al.. Diese zeigten beim
Vergleich der NMR-Spektren des metallfreien Liganden und des Zn-Komplexes eine eindeutige
Verschiebung der Imidazolresonanzen im aromatischen Bereich'®. Es wurde der Zn?*-
Komplex anstelle des Cu?-Komplexes verwendet, da dieser aufgrund der d*°-
Elektronenkonfiguration diamagnetisch und somit fiir eine Untersuchung mittels NMR
geeignet ist'4°,

Auch der Nachweis der regioselektiven Komplexierung des Zn?*-Kations im NODIA-Me
Teil von 16 kénnte somit anhand dieser Signalaufspaltung nachgewiesen werden. Fir die
Untersuchungen der regioselektiven Metallkomplexierung mittels NMR-Spektroskopie
wurden dafiir zunachst, gemaR Kapitel 3.2.2.2, die beiden Metallkomplexe Lul6 und ZnLul6
synthetisiert (Abb. 56).

104



7
LuCl; * 6 H,0 (N\)\/N ,N\/KNKQ\/H N
/ H I
15 min @ 95 °C N N ,N\\
TN

N_
N

. N i
LS AS A OU P
\(\N\‘,'\\
N2

Abbildung 56 Synthese der Metallkomplexe Lul6 und ZnLul6 fir die NMR-Spektroskopie.

Nach erfolgter Synthese wurden die Komplexe mittels 1D und 2D-NMR-Spektroskopie

untersucht und mit denen des metallfreien Modellkonstruktes 16 (vgl. Abb. 57) verglichen.

105



D,0

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 57 *H-NMR Spektrum von 16 in D20 (pH > 12) unter Zuordnung der entsprechenden
Signale.

Abb. 57 zeigt das 'H-NMR-Spektrum des Modellkonstruktes 16. Die eindeutige Zuordnung der
Signale erfolgte mittels 2D-NMR-Spektroskopie. Wie bereits in Kapitel 3.2.1 beschrieben,
wurden fiir das Modellkonstrukt 16 im 'H-NMR-Spektrum alle erwarteten Signale gefunden.
Charakteristisch waren die beiden Singuletts der aromatischen Imidazolprotonen bei einer
chemischen Verschiebung von § = 6.98 (Hp) und 6.83 ppm (H¢), die aromatischen Protonen
des Benzolrings bei einer chemischen Verschiebung von § = 7.3 — 7.24 ppm (Ha), die CH,-
Gruppen des Benzylamin Linkers (6 = 7.3 — 7.24 ppm), die beiden Methylgruppen der
Imidazole bei einer chemischen Verschiebung von § = 3.54 ppm (He) und die CH,-Gruppen der
Imidazolsubstituenten bei 3.45 ppm (Hf). Die Methylengruppen der Essigsdureamide von
NODIA-Me und DOTA wurden bei einer chemischen Verschiebung von § = 3.23 (Hg) sowie 3.18
ppm (Hn) gefunden. Die CH,-Gruppen der Essigsduresubstituenten von DOTA traten in Form
eines Multipletts bei 3.00 - 2.88 ppm (Hi) auf. Die makrozyklischen CH,-Gruppen von DOTA
und NODIA-Me 14 waren in Form von Multipletts im Bereich § = 2.75 - 2.15 ppm (H; + Hy) zu
sehen (Abb. 57).

Abb. 58 zeigt die 'H-NMR-Spektren von 16, Lulé und ZnLul6. Eine eindeutige

Zuordnung aller NMR-Signale fir die beiden Metallkomplexe war nicht moglich. Sowohl fir
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Lulé als auch fiir ZnLul6 war die Signalintensitat der HH- bzw. CH-Kopplungen in den 2D-NMR
Spektren nicht ausreichend, um diese eindeutig zuordnen zu kdnnen. Lediglich fir die Signale
fliir die aromatischen Protonen des Xylylendiamin-Linkers sowie fiir die aromatischen
Protonen der Methylimidazole 16 war eine exakte Zuordnung der Resonanzen mittels 2D-

NMR Spektren moglich.

D,0
\
16
D,0
ﬁ
a
LU16 ‘l‘wl“\
MM J\‘\/J \ \//r\
\J JL W A,
D,0
ZnlLul6
75 70 65 60 55 50 . 45 40 35 30 25 20

Chemical Shift (ppm)

Abbildung 58 Vergleich der 'H-NMR-Spektren des Modellkonstruktes 16 (schwarz) mit denen
der Metallkomplexe Lul6 (blau) und ZnLul6 (rot) in D20 (pH >12).
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Der Vergleich des aromatischen Bereichs von 16 und Lul6 in Abb. 58 bzw. Abb. 59 zeigt, dass
nach Komplexierung des Lu3*-Kations keine Aufspaltung der beiden Singuletts der
Imidazolprotonen zu sehen war (Imidazolprotonen 16 6§ = 6.98 und 6.83 ppm,
Imidazolprotonen Lulé & = 7.03 und 6.90 ppm) (siehe S. 104). Folglich erfolgt die
Komplexierung von Lu3* im DOTA Teil. Erst nach Komplexierung des Zn?*-Kations wurde im H-
NMR-Spektrum von ZnLul6 eine Verschiebung der Imidazolresonanzen zu héherem Feld

beobachtet (Imidazolprotonen ZnLu16 6 = 7.10 und 6.48-6.44 ppm).

H

a,Imidazol

H

arom.,Benzylamin Hb,lmidazol

UL_ 16

UL__ Lul6

|
1 VG PL ZnLulé

A AR RN R RRARE RERRN |

7.5 7.0 6.5

Abbildung 59 Ausschnitt aus dem aromatischen Bereich der *H-NMR Spektren von 16, Lul6
und ZnLul6.

Der Vergleich bestétigt die regioselektive Bindung des Zn%?* im NODIA-Me Teil des
Modellkonstrukts. Die Ergebnisse der NMR Experimente standen mit den Beobachtungen der
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UV/Vis-Spektroskopie im Einklang. Normalerweise fihrt eine Metallkoordination zu einer
Verschiebung benachbarter Protonenresonanzen aufgrund der elektronenziehenden Wirkung
des positiv geladenen Metallkations zu tieferem Feld. Im Falle der Cu?*-spezifischen Liganden
aus der Gruppe Bartholoma zeigt sich aufgrund des Anisotropieeffekts der aromatischen

Imidazolreste allerdings eine Verschiebung zu héherem Feld!#.
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3.2.2.5 EPR-spektroskopische Untersuchungen zum Nachweis der regioselektiven
Metallkomplexierung

Ein weiteres Verfahren zum Nachweis der regioselektiven Komplexierung von Cu?* und
dreiwertigen Lanthanoidkationen stellt die EPR-Spektroskopie dar. Anhand von EPR-
spektroskopischen Messungen von paramagnetischen Cu?*-Komplexen
(Elektronenkonfiguration 3d°) kénnen wichtige Erkenntnisse Uber Geometrie der
entsprechenden Komplexe gewonnen werden. Die Koordinationssphire des Cu?*-lons
beeinflusst die elektronischen Eigenschaften des Cu?*-lons und folglich den Grundzustand und
die Reihenfolge der Energieniveaus der d-Orbitale'>’1>°, Beispielsweise ist der Grundzustand

einer quadratischen Pyramide fiir Cu(ll)-Komplexe d,. wahrend fur einen trigonalen

_yZ,
bipyramidalen Komplex der Grundzustand d,= beobachtet wird. Mittels EPR-Spektroskopie
konnen derartige Koordinationsgeometrien anhand der sog. Hyperfeinstruktur des
Spektrumns sowie der Werte flir den g-Faktor (g-Tensor) voneinander unterschieden werden.
Der g-Faktor (Landé-Faktor) ist ein quantitatives MaR fir das magnetische Moment des
Molekiils und reagiert auf Anderungen in der elektronischen Struktur des Komplexes!®7-1,
Auch [Cu(DOTA)]* bzw. [Cu(NODIA-Me-NHEt)] konnen mittels EPR-Spektroskopie
unterschieden werden, da fiir beide Komplexe eine unterschiedliche Geometrie
aufweisen'>’~1°, Somit sollte die regioselektive Komplexierung des Cu?* Kations durch EPR-
spektroskopische Messungen nachgewiesen werden kdnnen.

Hierzu wurden die Metallkomplexe Cu16, Cu216, [Cu(NODIA-Me-NHEt)], [Cu(DOTA)]*
und CulLul6 mittels EPR-Spektroskopie charakterisiert. Zusatzlich wurde eine wassrige Losung
von CuCl, untersucht, um eine Referenz fiir das unkomplexierte Cu?*-Kation unter den
Messbedingungen zu erhalten. Die Durchfihrung der Messungen und Auswertungen der
Daten erfolgte in Kooperation mit Frau M. Schroder (AK Prof. Dr. C. Kay, Physikalische Chemie,
Universitat des Saarlandes). Die Messungen erfolgten bei einer Temperatur von 80 K. Der pH-
Wert der jeweiligen Losungen der Metallkomplexe betrug pH 7. Die Berechnung bzw.
mathematische Ermittlung der g-Werte aus den Spektren wurde im Falle dieser Messungen

allerdings nicht durchgefiihrt.
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Abbildung 60 Vergleich der EPR-Spektren der Cu-Komplexe Cul6, Cu,16, [Cu(DOTA)]* ,
[Cu(NODIA-Me-NHEt)] (Cu-NODIA 0.8 eq), CuLul6 und CuClzin H0. Blau: EPR-Spektrum von
Cul6 (monoCu modelconstruct). Orange: EPR-Spektrum von Cu;16 (bisCu modelconstruct).
Grin: EPR-Spektrum von [Cu(NODIA-Me-NHEt)] (Cu-NODIA 0.8 eq), Rot: EPR-Spektrum von
[Cu(DOTA)]* (Cu-DOTA frac. 2). Lila: EPR-Spektrum von CuLul6 (LuCu modelconstruct). Braun:
EPR-Spektrum von CuCl;in H20.

Abb. 60 zeigt die EPR-Spektren von Cul6, Cu;16, CuLulé und [Cu(NODIA-Me-NHEt)] (Cu-
NODIA 0.8 eq), [Cu(DOTA)]* (Cu-DOTA frac. 2) und CuClz. Entscheidend bei der Betrachtung
der Hyperfeinstruktur zum Nachweis der spezifischen Metallkomplexierung waren folgende
Beobachtungen. Der Vergleich zwischen den EPR-Spektren von Culé (Abb. 60, monoCu
modelconstruct, blau) und CuLul6 (Abb. 60, LuCu modelconstruct, lila) zeigte, dass fir beide
Metallkomplexe identische Signale bei ~ 280 mT, ~ 300 mT, ~ 320 mT und ~ 340 mT in der
Hyperfeinstruktur beobachtet wurden, welche auf die Kopplung mit dem Kernspin von Cu (/ =
3/2; 2/+1 Signale) zurickzufiihren waren®®, Diese Signale in der Hyperfeinstruktur wurden
ebenfalls fur [Cu(NODIA-Me-NHEt)] (Abb. 60, Cu-NODIA, griin) gefunden. Auch im Vergleich
der Spektren von Culé und CuLulé mit dem EPR-Spektrum von Cu,16 (Abb. 60, bisCu
modelconstruct, orange) wurden diese Signale bei ~ 280 mT, ~ 300 mT und ~ 320 mT
beobachtet. Zusatzliche Signale im EPR-Spektrum von Cu,16, die auf die Komplexierung von
Cu?* im DOTA Teil von 16 zurtickzufiihren waren, wurden bei bei ~ 290 mT, ~ 310 mT und ~

330 mT gefunden. Diese zusatzlichen Signale stimmten mit den Signalen den Spektren von
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[Cu(DOTA)]* (Abb. 60, Cu-DOTA, rot) bei pH 7 tiberein und wurden in den EPR-Spektren von
Cule, Culule sowie [Cu(NODIA-Me-NHEt)] nicht beobachtet. Die identische
Hyperfeinstruktur der Spektren von Cul6 und CuLul6 war dennoch lediglich ein Indiz fur die
regioselektive Komplexierung von Cu?* im NODIA-Me Teil von 16, da keine Berechnung der
entsprechenden Werte fiir die g-Tesoren erfolgte. Obwohl dhnliche Beobachtungen wie in
Kap. 3.2.2.3 gemacht wurden, konnte kein eindeutiger Nachweis der regioselektiven

Metallkomplexierung mittels EPR-Spektroskopie erbracht werden.
Im Anschluss wurden Markierungsexperimente mit den entsprechenden Radionukliden

durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob die selektive Doppelmarkierung ebenfalls mit den

entsprechenden radioaktiven Isotopen auf der Tracerebene realisiert werden kann.
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3.2.3 Radiomarkierungsexperimente des Modellliganden NODIA-Me-Bz-DOTA 16 zum
Nachweis der Doppelmarkierung mit entsprechenden Radionukliden

Die regiosektive Metallkomplexierung der Metallkationen Cu?* und Ln3* durch das
Dichelatormodellkonstrukt 16 konnte mittels UV/Vis- und NMR- eindeutig gezeigt werden
(vgl. Kap. 3.2.2.3,3.2.2.4 und 3.2.2.5).

Das Ziel dieses Projektes war die Entwicklung eines radiohybriden PSMA-spezifischen
Radiotracers unter Verwendung von zwei unterschiedlichen Metallchelatoren. Dies
ermoglicht die Kombination verschiedenster Metallkationen und erdéffnet somit zahlreiche
medizinische Anwendungen eines einzigen Radiotracers (vgl. Kapitel 3.2). Nach dem
erstmaligen Nachweis der regioselektiven Komplexierung von zwei unterschiedlichen
Metallen wurden nun Radiomarkierungsexperimente mit dem Modellkonstrukt 16
durchgefiihrt. Wie in Kapitel 3.2 erlautert, ist die Ermittelung der Dosimetrie einer
Radioligandentherapie von essentieller Bedeutung, um eine optimale Balance zwischen
Strahlenbelastung und Behandlungserfolg zu gewahrleisten. Die Ermittelung der Dosimetrie
von %?°Ac-basierten Therapien ist physikalisch nicht méglich (vgl. Kap. 1.2.3.2 und Kap. 3.2).
Ein moglicher Losungsansatz ware die Bestimmung der Ac-225 Dosimetrie mittels PET
Bildgebung, in dem man beide Radionuklide in einem Molekiil vereint. Folglich wurden hierzu
zwei unterschiedliche Kombinationen an Radionukliden untersucht. Zum einen wurde die
Kombination Cu-64 fir die PET und Ac-225 fir die Therapie und zum anderen das Cu-64 und
Lu-177 Paar verwendet. Aufgrund der fehlenden Gammaemission des Ac-225 ist eine
Detektion mit herkdmmlichen Detektoren und Messgeraten nicht moglich, so dass aus
Griunden der Einfachheit als Alternative die Kombination Cu-64 / Lu-177 verwendet wurde.

Der Positronenemitter Cu-64 emittiert Gammaphotonen mit einer Energie von 511
keV, wohingegen die Gammaemissionen des Lu-177 bei 113 und 208 keV liegen. Die Analyse
der Radiomarkierung erfolgte per Radio-HPLC unter gleichzeitiger Verwendung drei
unterschiedlicher Energiekanéle: einem offenen Gesamtkanal (gesamter keV-Bereich), einem
Kanal fir den Energiebereich 150-250 keV (Lu-177 Fenster) sowie dem Kanal fir den
Energiebereich 400-600 keV (Cu-64 Fenster).

Zunachst wurde die Komplexbildung zwischen dem Dichelatormodellkonstrukt 16 und
[*”7Lu]LuCls sowie [®*Cu]CuCl; untersucht (beide in 0.04 M HCI). Dazu wurde 16 in

Ammoniumacetat-Puffer (pH 5.4) vorgelegt und mit [*’Lu]LuCls fiir 15 min bei 95 °C inkubiert.
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Das entsprechende Radio-HPLC Chromatogramm ist in Abb. 61 A gegeben. Das ’’Lu-
markierte Modellkonstrukt besitzt eine Retentionszeit von tr = 7.9 min. Um die Fraktion im
Detail zu charakterisieren, wurde diese eingesammelt und mittels Gammaspektrometrie
vermessen. Das dazugehorige Gammaspektrum der Fraktion in Abb. 60 B zeigt eindeutig die
beiden Gammemissionen des Lu-177. Als nachstes wurde 16 ebenfalls in Ammoniumacetat-
Puffer, allerdings bei Raumtemperatur, mit Cu-64 umgesetzt. Die ®*Cu-markierte Verbindung
eluiert bei tg = 9.0 min (Abb. 61 C). Das dazugehoérige Gammaspektrum in Abb. 61 D zeigt die
typische Gammaemission eines Positronenemitters. Ferner wird aus Abb. 61 D ebenfalls
ersichtlich, dass es beim ®Cu-markierten Modellkonstrukt im Lu-177 Messfenster des
Gammadetektors ebenfalls ein Signal detektiert wurde, was auf die niederenergetische
Bremsstrahlung zuriickzufiihren ist. Im Anschluss wurde das Modellkonstrukt unter
identischen Bedingungen zuerst mit [*’Lu]LuCl3 bei erhéhter Temperatur umgesetzt und
anschlieRend nach Abkihlen der Markierungslésung [®*Cu]CuCl, bei Raumtemperatur
zugegeben. Das entsprechende HPLC-Chromatogramm ist in Abb. 61 E aufgefiihrt. Nach der
Doppelmarkierung wurde die Bildung eines Gemisches aus mindestens drei radioaktiven
Spezies vorgefunden. Die Retentionszeiten der drei radioaktiven Hauptfraktionen lagen bei tr
= 7.9 min, bei tr = 9.0 min sowie bei tg = 10.2 min. Offensichtlich bildete sich ein Gemisch aus
1771u-, ®4Cu- und einer dritten Species, bei der es sich vermutlich um das dualmarkierte
Modellkonstrukt mit einer Retentionszeit von tr = 10.2 min handelte. Eine graphsiche
Darstellung der Radiomarkierungsreaktionen ist in Abb. 61 gegeben.

Um die Zusammensetzung der neuen Fraktion bei tg = 10.2 min genauer zu
untersuchen, wurde hier ebenfalls das entsprechende Gammaspektrum der Fraktion
aufgenommen, welches sowohl die Gammaphotonen des Cu-64 mit der Energie von 511 keV
als auch die beiden Emissionen des Lu-177 bei der Energie von 113 keV und 209 keV enthielt
(In Abb. 61 nicht aufgefihrt).
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Abbildung 61 Radio-HPLC der Markierung von Ligand 16 mit (A) [Y’Lu]LuCls und (B)
entsprechendem Gammaspektrum der Fraktion bei ts = 7.9 min. (C) Markierung mit
[6*Cu]CuCl; und (D) entsprechendem Gammaspektrum bei tg = 9.0 min. (E) Dualmarkierung
von 16 mit beiden Radionukliden wurde in den drei Energiekandlen die Bildung von
mindestens drei radioaktivmarkierten Hauptprodukten beobachtet. Die Retentionszeiten der
Hauptfraktionen lagen bei tg = 7.9 min, 9.0 min und 10.2 min.

Fiir die Radiomarkierung wurde 1 nmol an Dichelatormodellkonstrukt mit ca. 80 MBq Cu-64
und 130 MBq Lu-177 markiert. Es ergibt sich daraus eine molare Aktivitat bezogen auf Cu-64
von 80 MBg/nmol und auf Lu-177 von 130 MBg/nmol, die beide in einem hohen Bereich

liegen, d.h. auch auf der Tracerebene scheinen beide Radiometalle ebenfalls vom jeweiligen
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Chelator regioselektiv komplexiert zu werden. Waére dies nicht der Fall, konnten die hohen

molaren Aktivitaten nicht erreicht werden.

Die Bildung mehrer radioaktiver Spezies kann durch die niedrigen Stoffmengen an beiden
Radiometallen erklart werden’®. Die Stoffmenge an Radiometall kann durch folgende Formel

berechnet werden:

A=132-10%-——
tl/z " M

A: Aktivitat in Bq
m: Masseing
t1/2: Halbwertszeit in Jahren

M: relative Atommasse in g/mol

Nach Einsetzen von n = M/m ergibt sich:

n
A=132-101°.—

t1/2
n: Stoffmenge
Nach Umstellen zur Berechnung der Stoffmenge:
A ' tl/z
n=———
1.32-1016

Fur Cu-64 (t12 = 12.7 h) folgt:

_ 80~ 106 Bq - 0.00145 a _ 116000

= . 10-12 _
n= 1.32 - 1016 = 1321016 8.788 - 10" *“mol = 0.0087 nmol

Und fir Lu-177 (t1/2 = 6.644 d) ergibt sich eine Stoffmenge von:

_ 130~ 10° Bq - 0.01820 a 2366000

= . -10 _
n= 1321016 = T35 g6 = 1792+ 107"*mol = 0.1792 nmol

116



Daraus ergibt sich, dass nur ca. 18% des Modellkonstrukts mit Lu-177 und ca. 0.9% mit Cu-64

markiert sind. Lediglich 0.15% des Dichlatormodellkonstruktes ist mit beiden Radiometallen

markiert. Dies steht auch im Einklang mit den Peakflichen im entsprechenden HPLC-

Chromatogramm in Abb. 61 E. Das Ergebnis dieser Radiomarkierung ist in Abb. 62 dargestellt.
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Abbildung 62 Ergebnis der Radiomarkierung von Ligand 16 mit mit ['"’Lu]LuCl3 und
[6*Cu]CuCl,. Schematische Darstellung der Radiokomplexe nach Inkubation mit den jeweiligen

Radiometall.
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Um ein einheitliches dualmarkiertes Produkt zu erhalten, missen offensichtlich beide
Chelatoren vollstandig mit dem entsprechenden Metall beladen werden. Hierzu wurden im
nachsten Schritt entsprechende Stoffmengen der beiden nicht radioaktiven Metallsalze
hinzugegeben. Das allgemeine Vorgehen fiir die Synthese der dualmarkierten

(Radio)komplexe ist in Abb. 63 dargestellt.
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Dazu erfolgte zunichst die Umsetzung von 16 mit [Y/Lu]LuCls fur 15 min bei 95 °C.
AnschlieRend wurde 1 Ag. "**LuCls zugegeben und erneut fiir 15 min bei 95 °C geheizt, um den
Liganden DOTA mit Lu3* Kationen abzusattigen. Im nachsten Schritt wurde die Probe auf RT
abgekihlt und [®*Cu]CuCl, zugegeben. Zuletzt erfolgte die Zugabe von "'CuCl,. Nach
Inkubation fiir eine weitere Minute erfolgte die Aufreinigung der Reaktionsmischung mittels
Cis-Sep Pak Kartusche. AnschlieRend wurde ein Aliquot der entnommen und mittels Radio-
HPLC untersucht. Das entsprechende HPLC-Chromatogramm ist in Abb. 64 A gegeben. Im
Gegensatz zur Radiomarkierung ohne Absattigung mit nichtradioaktiven Metallsalzen (siehe
Abb. 61) wurde hier lediglich die Bildung eines einzelnen Peaks mit einer Retentionszeit von
tr = 10.2 min beobachtet. Diese wurde eingesammelt und mittels Gammaspektrometrie
vermessen. Das dazugehorige Gammaspektrum in Abb. 64 B zeigt sowohl die
charakterisitischen Gammaguanten von *Cu bei einer Energie von E, = 511 keV als auch von
7Lu bei einer Energie von E, = 208 keV und 113 keV. Dies belegt eindeutig die
Dualmarkierung des Metallkonstrukts mit beiden Radiometallen. Es konnte somit erfolgreich
gezeigt werden, dass durch die Zugabe der nichtradioaktiven Metallkationen das
dualmarkierte, homogene Produkt [®4/"@Cu]Cu[*77/"2tLu]Lu16 erhalten werden konnte. Durch
die Verwendung von "Lu/"'Cu konnte somit ein homogen (radio)markiertes bzw. der

chemisch identische dualmarkierte Komplex [*/"2tCu]Cu[177/"2tLu]Lu16 synthestisiert werden.

A B

[64/natCu]Cu[1 77/natLu]Lu1 6

L) L) L) I L} l Ll l L} l L} l L}
0 5 10 15 100 200 300 400 500
Retentionszeit / min keV

1
600

Abbildung 64 Ergebnis der Radiomarkierung von 16 mit ’Lu und ®Cu nach erfolgter
Absattigung der beiden Chelatoreinheiten mit nichtradioaktivem Lu3* und Cu?'. A).
Radiochromatogramm von [*¥/"2tCu]Cu[77/"2tLu]Lul6 mit tr = 10.2 min. B) Gammaspektrum
von [64/matCy]Cu[Y77/"2tLu]Lul6 mit den charakteristischen Energien von Cu-64 (511 keV) und
Lu-177 (113 und 209 keV).
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Nachdem die Dualmarkierung von 16 mit Cu-64/Lu-177 gezeigt werden konnte, wurde im
Anschluss die Nuklidkombination Cu-64/Ac-225 untersucht. In Analogie zur Synthese von
[64/matCy]Cu[177/matLu]Lul6 erfolgte auch hier zunichst die Inkubation von 16 mit [22°Ac]AcCls.
Das entsprechende Radiochromatogramm ist in Abb. 65 A gezeigt. Das 22°Ac-markierte
Modellkonstrukt eluiert mit einer Retentionszeit von tg = 9.0 min. Das Gammaspektrum des
Peaks bei tr = 9.0 min in Abb. 65 B enthdlt die charakteristischen Gammaemissionen der
Tochternuklide des Actiniums-225, Fr-221 (219 keV) und Bi-213 (440 keV). Daneben ist ein
Peak nach der Totzeit des HPLC-Systems bei tg = 2.9 min zu sehen. Normalerweise werden
ungebundene Radiometalle von der Umkehrphasensaule nicht retardiert und eluieren nach
der Totzeit des Systems. In diesem Fall handelt es sich allerdings nicht um nicht gebundenes
Ac-225. Wie bereits in Kapitel 3.2 erwadhnt, besitzt Ac-225 selbst keine Gammaemissionen und
kann deshalb nur indirekt tiber seine Tochternuklide Fr-221 mit einer Emission bei 219 keV
und Bi-213 mit einer Emission bei 440 keV nachgewiesen werden. Dariber hinaus gibt es bei
Alphaemittern den sogenannten ,Recoil-Effekt”, der den Riickstof’ bezeichnet, den ein
Atomkern beim radioaktiven Zerfall aufgrund der Impulserhaltung erfahrt. Die Energie des
Recoil-Effekts ist um einige GroBenordnungen groBer als die Energie von koordinativen
Bindungen, was zu einem ,Herausschlagen” des Ac-225 aus dem Chelator fiihrt. Bei dem Peak
bei ts = 2.9 min handelt es sich folglich um durch den Zerfall des Ac-225 freigesetzte
Tochternuklide. In Abb. 65 C+D ist zum Vergleich erneut das Radiochromatogramm und das
entsprechende Gammaspektrumm des *Cu-markierten Modellkonstrukts aufgefiihrt. Um ein
homogenes Produkt zu erhalten, wurde analog zu den Markierungen mit Cu-64 und Lu-177
die beiden Chelatoren mit den entsprechenden nichtradioaktiven Metallen abgesattigt. Da
225Ac kein stabiles Isotop besitzt, wurde hier "LaCls als Surrogat fiir Actinium verwendet. Die
Charakterisierung mittels Radio-HPLC ergab ebenfalls einen Peak bei tr = 10.2 min (siehe Abb.
65 E). Das Gammaspektrum der eingesammelten Fraktion enthielt die charakteristischen
Signale fiir die Gammaphotonen der >*Ac-Tochternuklide *'Fr (E, = 219 keV) und 2'*Bi (E, =
440 keV) sowie des ®Cu (E, = 511 keV). Zusammen mit der Retentionszeit bestatigt dies

eindeutig die Bildung des dualmarkierten Modellkonstrukts [64/"tCu]Cu[22°Ac]Ac"*'La16.
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Abbildung 65 Ergebnis der Radiomarkierung von 16 mit 22°Ac und %Cu nach erfolgter
Absattigung der beiden Chelatoreinheiten mit nichtradioaktivem La3* und Cu?". A).
Radiochromatogramm von [?2°Ac]Ac16 mit tr = 8.0 min. B) Gammaspektrum von [??°Ac]Ac16
mit den charakteristischen Energien der aus dem Zerfall von Ac-225 entstehenden
Tochternuklide Fr-221 (219 keV) und Bi-213 (440 keV) C) Radiochromatogramm von
[6*Cu]Cul6 mit Produktes tg = 9.0 min. D) Gammaspektrum von [**Cu]Cul6 mit der
charakteristischen  Energien von 511 keV. E) Radiochromatogramm von
[64/matCy]Cu[2PAc]Ac™lalé mit tk = 10.2 min. F) Gammaspektrum von
[64/natCy]Cu[22°Ac]Ac™tLa16 mit den charakteristischen Energien von Fr-221 (219 keV), Bi-213
(440 keV) und Cu-64 (511 keV).
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Zusammenfassend konnte trotz der relativ niedrigen Wahrscheinlichkeit in diesem Kapitel
erstmalig die Bildung einer dualmarkierten Verbindung anhand des
Dichelatormodellkonstrukts mit zwei unterschiedlichen Radiometallen erfolgreich
nachgewiesen werden. Zwar wurde nach Markierung mit beiden Radiometallen kein
homogenes Produkt erhalten, sondern stattdessen die Bildung einer Mischung aus
[Y77Lu]Lul6, [®*Cu]Cul6 und [®*Cu]Cu['’’Lu]Lul6é beobachtet. Allerdings konnte durch die
Zugabe an stochiometrischen Mengen an den entsprechenden nichtradioaktiven Metallsalzen
ein homogener, dualmarkierten Komplex erhalten werden. Sowohl fiir das Radiometallpaar
64Cu/Y77Lu als auch fiir *Cu/22°Ac wurde dabei die Bildung von [64/"3tCu]Cu[Y77/"tLu]Lul6 bzw.
[64/MatCy]Cu[22°Ac]Ac™tLa16 mittels Radio-HPLC und Gammaspektrometrie nachgewiesen. Die
Identifikation der dualmarkierten bzw. homogen markierten Produkte bildetete somit die
(radiochemische) Grundlage fiir die Entwicklung eines radiohybriden PSMA-Liganden fir die
PET/CT-Bildgebung von Ac-225.

Obwohl im Rahmen dieser Arbeit eine Dualmarkierung erfolgreich etabliert werden
konnte, ist ein solcher Ansatz aus mehreren Griinden fiir den zukinftigen Einsatz in der Klinik
nicht praktikabel. Erstens, wie oben diskutiert, entsteht bei der Radiomarkierung kein
homogenes Produkt, so dass bei jeder einzelnen Herstellung eine Absattigung der beiden
Chelatoren durchgefiihrt werden misste. Zweitens ist die Messung der Aktivitdat der
dualmarkierten Verbindungen mit Aktivimetern nicht mehr moglich, da in solchen Geraten
lediglich die Impulse gemessen werden, die dann mit hinterlegten Parametern
(Kalibrierfaktoren) in die entsprechende Aktivititsmenge des gemessenen Radionuklids
umgerechnet werden. Da die detektierten Impulse der beiden Radionuklide nicht voneinander
unterschieden werden konnen, kann keine verlassliche Messung der Aktivitditen mehr
erfolgen. Die exakte Bestimmung der verabreichten Aktivitat ist allerdings von essentieller
Bedeutung fiir die klinische Anwendung, da z.B. nur dann eine Quantifizierung anhand der
Bilddaten erfolgen kann oder die Dosimetrie berechnet werden kann.

Ein praktikabler Ansatz ware es analog zu den in Kapitel 1.2.3.3.2 beschriebenen
Ansatzen von Radiohybridliganden ein Chelator radioaktiv zu markieren, wahrend der zweite
mit dem nichtradioaktiven Metall beladen wird und dann eine Mischung der beiden
Substanzen zu verabreichen. Da alle Verbindungen eine identische Summenformel aufweisen,
besitzen diese auch eine identische Bioverteilung. Fir die anfanglich erwahnte Ermittelung

der Dosimetrie von ?22°Ac-markierten Radiotherapeutika mittels PET kodnnte unter
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Verwendung eines Dichelator PSMA-Liganden, wie in Abb. 66 dargestellt, durchgefihrt
werden. Zunichst wiirde die Synthese des 22°Ac/™'Cu-markierten Liganden fur die Therapie
und des "La/®*Cu-markierten Liganden fir die Bildgebung erfolgen. Durch Absattigung der
Proben mit den jeweiligen nicht radioaktiven Metallen wirde die identische Summenformel
der Radiotracer und somit eine gleichbleibende Bioverteilung der Radiohybride sichergestellt
werden. Fir die Applikation am Patienten kann anschlieend ein Gemisch der Radiohybride
mit einer definierten Aktivitdit an 22°Ac-markiertem sowie ®Cu-markiertem Liganden
hergestellt werden. Da sich die Radiotracer aufgrund ihrer identischen Zusammensetzung im
Kérper gleich verhalten und kann durch den mit ®Cu-markierten Radiohybrid die
Bioverteilung des 22°Ac-markierten Liganden mittels PET/CT-Bildgebung visualisiert und

guantifiziert werden.
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Abbildung 66 Synthese radiohybrider PSMA-spezifischer Tracer fur die Bildgebung 22°Ac-
markierten Radiotracers mittels PET. Herstellung eines Gemisches bestehend aus dem ®*Cu-
markierten und dem 22°Ac-markierten Ligand mit einer definierten Aktivitat. Aufgrund der
identischen Summenformel (durch Absattigung mit nichtradioaktiven Metallen) haben beide

Radiotracer die gleiche Bioverteilung, wodurch die PET-Bildgebung von Actinium-225
ermoglicht werden kann.
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3.2.4 Synthese und in vitro Evaluation eines Dichelator-PSMA-Liganden

Diese Ergebnisse aus vgl. Kap. 3.2.2.3, 3.2.2.4 und 3.2.2.5 bilden die (radio)chemischen
Grundlagen fiir die Darstellung der Bioverteilung bzw. fir die Berechung der
patientenindividuellen Dosimetrie eines 22°>Ac-markierten PSMA-Liganden.

Um nun das Konzept der selektiven Doppelmarkierung auf Basis des
Dichelatormodellkonstruktes 16 auf PSMA-spezifische Radiotracer zu (ibertragen, erfolgte in
diesem Kapitel die Darstellung eines Dichelator PSMA-Liganden, aufgebaut aus den beiden
BFCs DOTA und NODIA-Me (Abb. 67). Die Synthese dieses Liganden erfolgte in Analogie zur
Synthese des potentiellen radiohybriden BODIPY-PSMA-Liganden 13 ausgehend von DOTA-di-
tert.butylesteri®®109,140 (yg| Kap. 3.1.1.2).
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Abbildung 67 Synthese der Dichelator PSMA-Liganden Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-PEG-
NODIA-Me 18 und Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-XDA-NODIA-Me 19 ausgehend von DOTA-di-
tert.butylester.
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Abb. 67 zeigt die Synthese der beiden Dichelator PSMA-Liganden Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-
DOTA-PEG-NODIA-Me 18 und Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-XDA-NODIA-Me 19. Die Synthese
erfolgte durch eine Kombination aus Festphasensynthese und I6sungsbasierter Reaktion. Das
PSMA-Bindemotiv Glu-CO-Lys sowie der Spacer 2-Nal-Amc wurden aufgrund der bekannten
PSMA-Affinitat nicht variiert. Um den Einfluss des Linkers zwischen den beiden BFCs auf die
Target-Affinitdt des Biokonjugates zu untersuchen, wurden die Linker DOOA und
Xylylendiamin gewahlt. Die beiden Linker unterscheiden sich in ihrer Polaritdat, was die
Bindungsaffinitat von PSMA-spezifischen Radiotracern beeinflussen kann (vgl. Kap. 3.1.3).

Da der Fmoc-geschiitzte Linker Fmoc-Xylylendiamin 17, im Unterschied zu Fmoc-DOOA
nicht kommerziell erhaltlich war, erfolgte die Synthese ausgehend von 1-(N-BOC-

aminomethyl)-4-(aminomethyl)benzol (Abb. 68)61,

NH; NHFmoc

1. Fmoc-Chlorid, K,CO3, CHCI3
2. TFA/ CH,Cl, (50:50, % Vv/v)

1 Lk
N“"o H,N

17
90 %

Abbildung 68 Synthese des Fmoc-geschiitzten Linkers Fmoc-Xylylendiamin 17 ausgehend von
1-(N-BOC-aminomethyl)-4-(aminomethyl)benzol.

Fiir die zweistufige Reaktion wurde 1-(N-BOC-aminomethyl)-4-(aminomethyl)benzol zunachst
mit Fmoc-Chlorid in Chloroform umgesetzt und anschliefend die BOC-Schutzgruppe mittels
50 % TFA in Dichlormethan abgespalten. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung
wurde 17 in einer Ausbeute von 90 % isoliert.

Fiir die Synthese der Dichelator PSMA-Liganden (Abb. 67) wurde zunachst eine
Carbonsauregruppe von DOTA-di-tert.butylester mittels HATU/DIPEA aktiviert und danach ein
Aquivalent des Fmoc-geschiitzten Linkers (Fmoc-DOOA bzw. 17) zugegeben. Nach
vollstaindigem Eduktumsatz wurden erneut HATU/DIPEA zugegeben und die
Reaktionsmischung mit dem Harz-immobiliserten Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc. Im Anschluss
erfolgte die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe, gefolgt von der Konjugation von NODIA-Me
14 mittels HATU/DIPEA. Nach gleichzeitiger Entschiitzung und Abspaltung vom Harz wurden
nach Aufreinigung mittels semipraparativer HPLC die beiden Dichelator PSMA-Liganden Glu-
CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-DOOA-NODIA-Me 18 und Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-XDA-NODIA-
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Me 19 in einer Ausbeute von ca. 5 %, isoliert. Beide Verbindungen wurden per
Massenspektrometrie sowie analytischer HPLC charakterisiert. In Tab. 14 sind die

berechneten und gemessenen m/z-Werte aufgefiihrt.

Tabelle 14 Zusammenfasssung der massenspektrometrischen Charakterisierung der in vitro
Evaluation der PSMA-Liganden 18 und 19. Die ICso-Werte [nM] der Liganden 18 und 19 wurden
in einem kompetitiven Bindungsassay unter Verwendung von ['’Lu]Lu-PSMA-617 als
Radioligand bestimmt.

LR-ESI-MS m/z fiir [M + H]*,
Verbindung ICs0 / NM
[M + 2H]?* und [M + 3H]3*

Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA- Ber.: 1529.8, 765.4, 510.6,
931.7+0.1
DOOA-NODIA-Me 18 Gef.: 766.2,511.1

Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA- Ber.: 1517.8, 759.4, 506.6,
53.2+0.1
XDA-NODIA-Me 19 Gef.: 1518.4, 759.8, 506.9

Im Anschluss wurde die PSMA Affinitdt der beiden Dichelatorkonstrukte in Analogie zu den
ICs0-Bestimmungen Kapitel 3.1.3 bestimmt. Der Ligand 18 zeigte einen ICso-Wert von ICso =
931.7 £ 0.1 nM und der Ligand 19 den Wert von ICso = 53.2 £ 0.1 nM. Verglichen mit PSMA-11
(ICs0=18.4 £ 0.2, Kapitel 3.1.3) zeigte 18 eine deutlich niedrigere PSMA-Affinitat. Infolge einer
Substitution des PEG-Linkers konnte die PSMA-Affinitat der synthetisierten Liganden jedoch
erheblich gesteigert werden. Durch Verwendung eines Xylylendiamin-Linkers im Falle von 19
konnte dabei eine PSMA-Affinitat erzielt werden, die vergleichbar mit der klinisch

eingesetzten Verbindung PSMA-11 war.

Zusammenfassend konnte erstmalig ein hochaffiner PSMA-Radiohybridligand, der zwei BFCs
enthalt, dargestellt werden. Mit den etablierten Grundlagen, wie der Nachweis einer
regioselektiven Metallkomplexierung und einer selektiven Dualmarkierung mit zwei
Radiometallen durch das Modellkonstrukt 16, steht nun mit dem hochaffinen PSMA-Liganden
19 eine Verbindung zur Verfiigung, die neben den in Kapitel 3.2 beschriebenen Anwendungen
potentiell fir die Ermittlung der Bioverteilung/Dosimetrie von 22°Ac-markierten Radiotracern
beim fortgeschrittenem Prostatakarzinom verwendet werden kann. Bezogen auf Abb. 66

kdnnte diese folgendermaBen durchgefiihrt werden (Abb. 67).
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Abbildung 69 Radiomarkierung des radiohybriden PSMA-Ligand 19 mit Ac-225 und Cu-64.
Herstellung eines Gemisches bestehend aus dem ®*Cu-markierten und dem 22°Ac-markiertem

Ligand mit einer definierten Aktivitdt fur die Ermittlung der Bioverteilung des 2?°Ac-
markiertem Liganden "¥'Cu[?2°Ac]Ac"La19.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Dissertation befasste sich mit der Entwicklung multifunktioneller PSMA-
spezifischer Radiotracer. Das erste Teilprojekt beschaftigte sich mit der Identifizierung eines
hochaffinen  BODIPY-PSMA-Liganden  fir die  PET/Fluoreszenz-Bildgebung beim
Prostatakarzinom. Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte ein PSMA-spezifischer
Radiohybridligand auf Basis von zwei Metallchelatoren entwickelt werden, der aufgrund
verschiedenster (Radio)metallkombinationen eine Vielzahl an bisher nicht realisierbaren
(medizinischen) Anwendungen ermdglicht, bspw. die Bildgebung und Dosimetrie eines ??°Ac-

markierten Radiotracers.

Fir die Identifizierung eines hochaffinen BODIPY-PSMA-Liganden wurde zundchst eine
Ligandenbibliothek synthetisiert. Die Synthese des PSMA-Bindemotivs Glu-CO-Lys und die
Spacerkonjugation der verschiedenen Derivate erfolgte mittels Festphasensynthese. Die
BODIPY-Konjugation wurde nach der durchgefiihrten Schutzgruppenabspaltung in Losung
durchgefiihrt. Die anschlieBende semipraparative Aufreinigung lieferte die BODIPY-PSMA-
Liganden 5, 6, 7, 8 und 12 in Ausbeuten von 37 - 44 %. Auf der Basis des BFC DOTA erfolgte
zusatzlich die Synthese des PSMA-Liganden 12, der aufgrund des BODIPY-Farbstoffes und des
Chelators, potentiell auch als Radiohybridligand eingesetzt werden kann.

Nach fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen und Charakterisierung der
Konjugate wurden die BODIPY-PSMA-Liganden 5, 6, 7, 8 und 12 mit F-18 markiert. Die
Markierung erfolgte Uber einen Lewis-Siure-katalysierten °F/!8F-Isotopenaustasuch unter
Verwendung von SnCls. Nach einer Sep Pak Cis-Aufreinigung wurden die PSMA-Liganden
[*8F]F5, [*8F]F6, ['8F]F7, [®F]F8 und [*3F]F12 in einer radiochemischen Reinheit von > 99 % und
in einer moderaten spezifischen Aktivitdt von maximal 0.7 MBq / nmol erhalten. Zusatzlich
konnte Ligand 12 mit Lu-177 markiert werden. Durch die Darstellungen von [*3F]F12 und
[*77Lu]Lul2 wurde somit demonstriert, dass 12 als potentieller radiohybrider PSMA-Ligand
verwendet werden kann.

Nach der Radiomarkierung wurde die PSMA-Affinitdt der Liganden durch ein
kompetitives Bindungsassay in PSMA-positiven LNCaP-Zellen bestimmt. Verbindung 6 zeigte
dabei die hochste Affinitat vergleichbar mit dem klinischen eingesetzten Liganden PSMA-11.
Die PSMA-Affinitat der Liganden 5, 7, 8 und 12 war verglichen mit PSMA-11 wesentlich

niedriger, wodurch diese flir weitere in vitro sowie fluoreszenzmikroskopische
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Untersuchungen ausgeschlossen wurden. Darauffolgende Internalisierungsexperimente des
BE-markierten BODIPY-PSMA-Liganden ['8F]F6 in LNCaP-Zellen zeigte eine zunehmende
PSMA-vermittelte Internalisierung Giber den Zeitraum von 1 h. Der prozentuale Hochstwert an
internalisertem [*¥F]F6 lag bei 3.83 %. Durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
wurden die Ergebnisse der Internalisierung bestatigt. Zu friihen Zeitpunkten wurde dabei die
Lokalisation von 6 in der Zellmembran und zu spateren Zeitpunkten auch in subzelluldren
Kompartimenten gefunden. Dies stand im Einklang mit den Arbeiten von Eder et al.1981%
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass der BODIPY-PSMA-Ligand 6 bzw. BODIPY-
Carbonsaure 1 die technischen Vorraussetzungen des FireFly Laparoskops erfillte, womit die

Verwendung am DaVinci-Chirurgiesystem maoglich ist.

Zusammenfassend wurde ein BODIPY-PSMA-Ligand mit hoher Affinitat identifiziert, der fiir die
potentielle Anwendung als duale Bildgebungssonde fiir Prostatakrebs eingesetzt werden
kann. Nachfolgende Experimente werden sich zum einem mit der Steigerung der molaren
Aktivitat des °F/'8F-Isotopenaustasuches und zum anderen mit der in vivo Evaluation des
hochaffinien Liganden 6 beschéftigen. Der Fokus wird dabei zunachst auf der Untersuchung
der Bioverteilung im Tiermodell sowie auf der Bildgebung im Xenografttragenden Mausmodell

mit ['8F]F6 liegen.

Im zweiten Teil der Arbeit erfolgte fiir die Identifizierung eines hochaffinen PSMA-spezifischen
Radiohybridliganden auf Basis von zwei Metallchelatoren zunachst der Nachweis der
regioselektiven Metallkomplexierung (auf radioaktiver und nichtradioaktiver Ebene). Dazu
wurde initial ein Dichelatormodellkonstrukt, aufgebaut aus den BFCs NODIA-Me und DOTA,
synthetisiert. Das Modellkonstrukt NODIA-Me-Bz-DOTA 16 wurde in einer Gesamtausbeute
von 56 % isoliert. Auf Basis von massenspektrometrischen Untersuchungen erfolgte danach
die (chemoselektive) Synthese des mononuklearen Cu-Komplexes Cul6, der mononuklearen
Lanthanoidkomplexe Ln16 und der heterodinuklearen Komplexe vom Typ Culnl6. Die
regioselektive Metallkomplexierung von Cu?* im NODIA-Me Teil und Kationen vom Typ Ln3*
im DOTA Teil des Modellkonstruktes 16 wurde danach mittels UV/Vis-Spektroskopie belegt.
Fir die d-d-Uberginge von Cul6, Culul6é und [Cu(NODIA-Me-NHEt)] wurden keine
signifikanten Unterschiede beobachtet, wihrend das Absorptionsmaximum des [Cu(DOTA)]*

-Komplexes bei deutlich hoheren Wellenlangen gefunden wurde. AnschlieBende NMR-
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spektroskopische Untersuchungen des metallfreien Dichelatormodellkonstruktes 16 und den
beiden Metallkomplexen Lulé sowie ZnLul6 zeigten ebenfalls, dass die regioselektive
Komplexierung des Zn?* vom NODIA-Me Teil und die Bindung von Lu3* im DOTA Teil des
Modellkonstruktes 16 erfolgte. Der Vergleich des aromatischen Bereichs der NMR-Spektren
von 16 und Lul6 zeigte, dass nach Komplexierung des Lu3*-Kations keine Aufspaltung der
beiden Singuletts der Imidazolprotonen zu sehen war und erst nach Komplexierung des Zn?*-
Kations im H-NMR-Spektrum von ZnLul6 eine Verschiebung der Imidazolresonanzen zu
hoherem Feld beobachtet werden konnte. Zusatzlich erfolgte eine EPR-spektroskopische
Untersuchung der regioselektiven Metallkomplexierung. Da fir die untersuchten Komplexe
jedoch keine Werte fiir die entsprechenden g-Tensoren berechnet wurden, konnten diese
nicht zum Nachweis der regioselektiven Metallkomplexeirung verwendet werden.

Nachdem die regioselektive Metallkomplexierung mittels UV/Vis-Spektroskopie und
NMR-Spektroskopie gezeigt wurde, erfolgten Radiomarkierungen unter Verwendung des
Modellkosntruktes 16. Auch auf radioaktiver Ebene konnte in dieser Arbeit erstmalig die
Bildung des dualmarkierten Dichelatormodellkonstrukts mit zwei unterschiedlichen
Radiometallen erfolgreich nachgewiesen werden. Durch die Zugabe an stochiometrischen
Mengen an den entsprechenden nichtradioaktiven Metallsalzen wurde in diesen
Experimenten ein homogener, dualmarkierter Komplex erhalten. Sowohl fir das
Radiometallpaar Cu-64/Lu-177 als auch fiir Cu-64/Ac-225 wurde dabei die Bildung von
[64/matCy]Cu[Y77/matLy]Lule  bzw. [°¥"tCu]Cu[?Z°Ac]Ac™tLalé mittels Radio-HPLC und
Gammaspektrometrie nachgewiesen. Die Identifikation der dualmarkierten bzw. homogen
markierten Produkte bildete somit die (radiochemische) Grundlage fir die Entwicklung eines
radiohybriden PSMA-Liganden fiur die PET/CT-Bildgebung von Ac-225. Nachdem die
(regio)selektive Dualmarkierung erstmalig sowohl auch auf nichtradioaktiver als auch auf
radioaktiver Ebene demonstiert wurde, erfolgte zuletzt die Synthese von Dichelator PSMA-
Liganden. Dabei konnte mit Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-XDA-NODIA-Me 19 ein hochaffiner

Ligand identifiziert werden, der eine vergleichbare Affinitat wie PSMA-11 aufwies.
Fir die erfolgreiche klinische Translation eines Radiohybridliganden auf Basis von zwei

Chelatoren wird in naher Zukunft zunachst die Radiomarkierung des Liganden 19 mit Cu-

64/Lu-177 als auch fiir Cu-64/Ac-225 untersucht. In Analogie zum hochaffinen BODIPY-PSMA-

132



Liganden 6 wird ein weiterer Bestandteil von Folgeprojekten danach die Untersuchung der

Bioverteilung und die Bildgebung des Radiohybridliganden 19 im Mausmodell sein.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeines

Chemikalien und Losungsmittel wurden von Sigma-Aldrich, Carbolution, Iris Biotech, Carl
Roth, ABX advanced biochemical compounds GmbH sowie TCl Europe erworben und ohne
weitere Aufreinigung verwendet. Fluor-18 wurde von Life Radiopharma Fcon GmbH
(Holzhausen a.d. Heide, Deutschland) erhalten. [**Cu]CuCl, wurde von der Abteilung fir
Praklinische Bildgebung und Radiopharmazie der Eberhard-Karls-Universitdt (Tlbingen,
Deutschland) bezogen. [*"7Lu]LuCls und [??°Ac]AcCls wurden von ITM Medical Isotopes GmbH
(Miinchen, Deutschland) bezogen. Die HPLC-Messungen erfolgten an einem Shimadzu LC-
20AT System, ausgestattet mit SPD-20A UV Detektor (UV Detektion bei 220 nm, 254 nm oder
490 nm) sowie einem Raytest Ramona Radioaktivitatsdetektor (Raytest GmbH,
Straubenhardt, Deutschland). Die analytischen HPLC-Laufe wurden unter Verwendung einer
Pronotsil-Saule (250 x 4 mm, 120-5-C18, AQ 5.0 um) und einer Phenomenex Jupiter-Saule (LC
Column 250x4 mm, 4.0 um 90 A Proteo) durchgefiihrt. Die Aufreinigung mittles Flash-
Chromatographie erfolgte an einem Biotage Isolera One System unter Verwendung einer
Biotage Sfar Cig D-Sadule (100 A, 30 um) durchgefihrt. Aufreinigungen mittels
semipraparativer HPLC wurden mit einem Rigol HPLC System und einem Rigol UV Detektor
der Firma Techlab in Kombination mit einer VDSpher 100 Cis-E S&ule (250 x 20 mm)
durchgefiihrt. Die Laufmittelgradienten der Flash-Chromatographie sowie der analytischen
und der semipraparativen HPLC-Ldufe setzten sich aus den Losungsmitteln A =H,0 (0.1 % TFA)
sowie B = Acetonitril (0.1 % TFA) zusammen und sind fiir die jeweiligen Verbindungen mit den
entsprechenden Flussraten, Retentionszeiten, Syntheseausbeuten und
Charakterisierungsdaten im experimentellen Teil aufgelistet. Die Laufmittelgradienten unter
Verwendung der Flash-Chromatographie wurden in CV (column volumes) angegeben.
Analytische Dinnschichtchromatographie (Thin Layer Chromatography, TLC) wurde auf
Silicagel beschichteten Aluminiumplatten durchgefihrt (40 x 80 nm, Machery-Nagel). Fir die
Aufnahme der niedrig aufgel6sten Massenspektren (low resolution massspectrometry, (+)-LR-
ESI-MS) wurde ein Advion expression CMS System verwendet. NMR Spektren wurden in D20,
D,0/40 % NaOD, DMSO-ds sowie CD3OD bei Raumtemperatur mit einem Bruker BioSpin
Avance Il Spektrometer (400, 376 oder 100 MHz) aufgenommen. Chemische Verschiebungen
é sind in parts per million (ppm), relativ zu Trimethylsilan (TMS) angegeben. Die Multiplizitat
der Signale ist wie folgt beschreiben: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett,
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m = Multiplett. Fiir die Lyophilisation der Verbindungen wurde ein Christ Alpha 1-2 LD plus
Lyophilisator verwendet. UV/Vis Spektren wurden mit einem JASCO V-650 Absorptions-
Spektrometer aufgenommen. Fluoreszenz- und Anregungsspektren wurden an einem JASCO
Fluoreszenzspektrophotometer (DP-6500) detektiert. Fir alle spektroskopischen Messungen
wurden Polystyrolkiivetten (Ldnge der Kivette: 1 cm, Sarstedt) verwendet mit einer
Probenkonzentration im mikromolaren Bereich. Die Bestimmung der
Fluoreszenzquantenausbeuten und der jeweiligen Lebenszeiten erfolgte im Rahmen der
Promotion von Frau Dr. C. Hoffmann M.Sc. (AK Prof. Dr. G. Jung, Biophysikalische Chemie,
UdS)!63. Alle Instrumente zur Detektion von radioaktiven Zerfallsprozessen wurden in
Anlehnung an ein bereits publiziertes Standard Routineprotokoll kalibriert'®3, Die Messung der
Radioaktivitat erfolgte mit einem ISOMED 2010-Aktivimeter (Nuklear-Medizintechnik,
Dresden, Germany). Fiir die akkurate Quantifizierung der Radioaktivitdat wurden alle Proben
fir 1 min mit einem kalibrierten Hidex Gamma Counter gemessen. Die dynamischen
Energiefenster lagen bei 400-600 keV fir Fluor-18 und Kupfer-64, 100-250 keV fir Lutetium-
177 sowie Actinium-225 (Francium-221). Im Falle von Actinium-225-markierten Proben wurde
die Probe zusatzlich im Energiefenster von Bismut-213 (400-600 keV) gemessen. Statistische
Analysen (Student’s t-test, confidence interval 95 %) wurden unter Verwendung von
GraphPad Prism Version 7.0 durchgefihrt. Die Messungen der EPR-Spektren erfolgten in
Kooperation mit Frau M. Schroder (AK Prof. Dr. C. Kay, Physikalische Chemie, UdS). Die
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden in Kooperation mit Herrn PD Dr. E.
Krause (AK Prof. Dr. Rettig, cellular neurophysiology, CIPMM, UdS) unter Verwendung eines
SIM Mikroskops (Carl Zeiss Elyra PS 1) und eines 63x Objektives (nA 1.43) durchgefiihrt. DAPI
wurde mit einem 405 nm Laser angeregt. Die Rohdaten wurden mit der Zen2012 Softwear

(Carl Zeiss) prozessiert und fir die Prasentation mit ImagelJ (v 1.53) analysiert und bearbeitet.
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5.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AV)

AV 1 - Fmoc-Entschiitzung — Festphasensynthese

Das entsprechende Harz wird in einer Piperidin:DMF-L6sung (50/50, % v/v) fir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert, danach abfiltriert, mit DMF (3 x 10 mL) sowie Diethylether

(3 x 10 mL) gewaschen und getrocknet.

AV 2 - Alloc-Entschiitzung

Das entsprechende Harz wird in Dichlormethan aufgenommen und unter Lichtausschluss mit
einer Losung aus Tetrakispalladiumtriphenylphosphin (0.3 &q.) in Dichlormethan versetzt.
AnschlieBend wird Morpholin (15 dq.) zugegeben und die Reaktionsmischung fiir 3 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wird das Harz abfiltriert, mit
Dichlormethan (3 x 10 mL), einer Natriumdiethyldithiocarbamat Trihydrat Losung in DMF
(3x10mL), DMF (3 x 10 mL) sowie Diethylether (3 x 10 mL) gewaschen und im Vakuum

getrocknet.

AV 3 - Aminosdure/Linker-Konjuagtion

Das entsprechende Harz wird in DMF aufgenommen und anschliefend eine Losung aus der
entsprechenden Fmoc-geschltzten Aminosaure/Linker (4 &q.), HATU (3.6 4q.) sowie DIPEA (8
dq.) in DMF zugegeben. Die Reaktionsmischung wird im Folgenden fir 2 h bei
Raumtemperatur gerihrt, danach das Harz abfiltriert und mit DMF (3 x 10 mL) sowie
Diethylether (3 x 10 mL) gewaschen. Fir jede weitere Aminosaurekopplung wird anschlieRend

die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten (AV 1) und die Kopplungsreaktion wiederholt.
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AV 4 - Tert.butylester-Entschiitzung und Harzabspaltung

Das entsprechende Harz wird in einer TFA:TIS:H,0-Losung (95/2.5/2.5, % v/v) fur 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert, das Filtrat danach bei - 20 °C zu Diethylether getropft, der

ausgefallene Feststoff abzentrifugiert und fiir die Aufreinigung an der Luft getrocknet.

AV 5 - SepPak Cis-Kartuschen Aufreinigung

Fir jede Aufreinigung erfolgt zunachst das Vorkonditionieren der Cig-Kartusche (SepPak Plus
Short C18, Waters). Die Kartusche wird dazu zun&chst mit Ethanol (5 mL), Wasser (10 mL) und
Luft (10 mL) gespdiilt. Die Probe wird danach langsam auf die Kartusche aufgebracht und mit
Wasser (10 mL) gespult. AnschlieRend erfolgt die Elution der Zielverbindung durch langsames

Spulen der Kartusche mit 50 % aqg. Ethanol (2 x 1 mL).

AV 6 - Zellkultur - Inkulturnahme und Mediumwechsel

Die PSMA-positiven LNCaP Zellen (DSMZ, Braunschweig, Germany) werden bei 37 °C in einer
5 %igen CO; Atmosphare (RPMI-Medium mit 10 % Fotalem Kalberserum und 1 % 100 mM

Natriumpyruvat) kultiviert.

AV 7 — Zellkultur - Passage und Ermittlung der Zellzahl

Fiir die Passage der Zellen wird das Kultiviermedium abgesaugt und der Zellrasen mit kaltem
PBS (10 mL) gespilt. Nach dem Absaugen der PBS-Losung, erfolgt die Ablosung der Zellen
durch die Inkubation des Zellrasens mit Trypsin (3 mL) fiir 3 min bei 37 °C. Danach werden 7
mL Kultiviermedium zugegeben und die Zellsuspension homogenisiert. Die Ermittlung der

164 Dazu werden 50 pL der

Zellzahl erfolgt mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
Zellsuspension und 450 pL einer Trypanblau-Lésung vermischt und 10 pL der Suspension in
die Zdhlkammer gegeben. Das Zahlen der Zellen erfolgt danach mit einem Lichtmikroskop (Fa.

Leitz, Labovert).
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AV 8 — Zellkultur — Kompetitives Bindungsassay / ICso-Bestimmung

Die Herstellung des fir die Ermittlung der PSMA-Affinitdit bendétigten PSMA-Inhibitors
[Y77Lu]Lu-PSMA-617 erfolgt nach der Anleitung von Lappchen et al..

Ansatz PSMA-617 Markierungslosung

Konzentration der Markierungslésung ¢ = 1 nmol/ulL

Dazu wird PSMA-617 (500 ug, 479 nmol) in 479 uL H,0 gelost

Ansatz Natriumacetatpuffer pH 4.5 (1 M)

Lésung A
4.102 g Natriumacetat
50 mL H;O ultrapur

Lésung B
2.85 mL Essigsaure

50 mL H;O ultrapur

Nach Herstellung der beiden Lésungen werden 25 mL der Losung A mit 25 mL der Lésung B

gemischt. AnschlieBend wird der pH-Wert tGberprift.

Tabelle 15 Pipettierschema fur die Synthese von [Y”’Lu]Lu-PSMA-617.

Verbindung Volumen
PSMA-617 2 uL
[Y77Lu]LuCl3in 0.04 M HCI 6 pL
Natriumacetatpuffer, pH 4.5 244 uL

Fiir die Radiomarkierung wird PSMA-617 in Natriumacetatpuffer vorgelegt, anschliefend
[*77Lu]LuCl3in 0.04 M HCI (molare Aktivitat ~ 15 MBgnmol?) zugegeben und fiir 15 min bei 95
°Cinkubiert. Im Anschluss wird die Markierungslésung abgekiihlt, ein Aliquot entnommen und

die radiochemische Reinheit mittels Radio-HPLC Uiberpriift.
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Ansatz PSMA-11 Stammldsung

Konzentration der Stammloésung ¢ = 1 nmol/uL

Dazu wird PSMA-11 (1.00 mg, 1.06 pumol) in 1056 puL H,0 gelost

Durchfihrung Assay

Die LNCaP Zellen werden nach erfolgter Passage sowie nach Ermittlung der Zellzahl zunachst

in einer mit poly-L-Lysin gecoateten 24-Well-Platte ausgesat (~ 2 x 10° Zellen pro Well) und fur

24 h bei 37 °C und 5 % CO> inkubiert. Der Uberstand wird am nichsten Tag abgesaugt und

250 pL frisches Zellmedium pro Well vorgelegt. Die zu testende Substanz wird in acht

Verdiinnungen unterschiedlicher Konzentration hergestellt und jeweils der Radioligand

([Y"7Lu]Lu-PSMA-617) zugegeben (Tab. 16). Als Kontrolle wird PSMA-11 verwendet.

Tabelle 16 Allgemeines Ansatz- und Pipettierschema der Konzentrationsreihe der zu
testenden Liganden im kompetitiven Bindungsassay.

Probenl6sung Ansatz Konzentration
L1 6 uL Stock + 994 pL PBS + 1 pL [Y77Lu]Lu-PSMA-617 6000 nM
L2 100 pL L1 + 900 pL PBS + 1 L [Y7Lu]Lu-PSMA-617 600 nM
L3 100 pL L2 + 900 pL PBS + 1 pL [*7Lu]Lu-PSMA-617 60 nM
L4 100 pL L3 + 900 pL PBS + 1 pL [*7Lu]Lu-PSMA-617 6 nM
L5 100 pL L4 + 900 pL PBS + 1 pL [Y7Lu]Lu-PSMA-617 0.6 nM
L6 100 pL L5 + 900 pL PBS + 1 pL [*7Lu]Lu-PSMA-617 0.06 nM
L7 100 pL L6 + 900 pL PBS + 1 L [Y7Lu]Lu-PSMA-617 0.006 nM
L8 100 pL L7 + 900 pL PBS + 1 L [Y7Lu]Lu-PSMA-617 0.0006 nM

Nach Zugabe des Radioliganden werden die Probeldsungen gut gevortext und jeweils 50 pL in

die vorbereiteten Wells pipettiert. Das finale Volumen betragt 300 uL/Well (Tab. 17).
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Tabelle 17 Pipettierschema der Wellplatten fiir das Bindungsassay. Die Durchfiihrung
erfolgte in dreifacher Ausfihrung.

Well Volumen Probe Volumen Endvolumen  Endkonzentration

Medium Ligand

1 50 puL L1 250 pL 300 pL 1000 nM

2 50 pL L2 250 pL 300 pL 100 nM

3 50 pL L3 250 pL 300 pL 10 nM

4 50 uL L4 250 pL 300 pL 1nM

5 50 pL L5 250 pL 300 pL 0.1 nM

6 50 pL L6 250 pL 300 pL 0.01 nM

7 50 pL L7 250 pL 300 pL 0.001 nM

8 50 pL L8 250 pL 300 pL 0.0001 nM

Nach Zugabe der Probenlésungen werden die Well-Plates fliir 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert, der Uberstand anschlieRend entfernt, mit eiskaltem PBS (3 x 500 uL) gewaschen
und 0.1 M NaOH (2 x 1 mL) zum Lysieren der Zellen zugegeben. Die gebundene bzw.
internalisierte Aktivitdat des entstandenen Zelllysats wird anschlieBend am Gamma-Counter
gemessen und berechnet als prozentual gebundene Radioaktivitdt / 10> LNCaP-Zellen. Die
erhaltenen Daten mittels nicht-linearer Regression (GraphPad Prism) ausgewertet, um die
mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) zu berechnen. Die Experimente wurden zweimal

in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt.

AV 9 — Zellkultur - Zellinternalisierung

Ansatz 2-PMPA Blockierlosung fiir Zellinternalisierung

Zunachst wird die 2-PMPA-Stammldsung angesetzt:
Konzentration der Stammlésung ¢ = 1 umol/plL

Dazu wird 2-PMPA (5 mg, 22,11 pumol) in 22.1 pL H,0 gel6st.

Fiir die Blockierlosung erfolgte danach eine 1:1000-Verdinnung der 2-PMPA Stammldsung. 1
uL der 2-PMPA Stammldsung (c = 1 umol/puL) wird dazu mit 999 uL PBS-Puffer verdinnt. Von
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dieser Losung der Konzentration ¢ = 1 nmol/uL wurden 200 pL pro Well fur die

Blockierungsexperimente verwendet.

Ansatz des radiomarkierten PSMA-Liganden

Die Durchfiihrung des Zellinternalisierungsassays erfolgt unter Verwendung des jeweiligen
radiomarkierten Liganden. Die Ansatze und die Durchfihrung der Radiomarkierung fiir die

jeweiligen Liganden ist in den entsprechenden Kapiteln detailliert aufgefiihrt.

Durchfiihrung Zellinternalisierung

Fur die Internalisierungsexperimente werden LNCaP-Zellen in einer Dichte von 10° Zellen pro
Well in einer 6-Well-Platte ausplattiert und flir 24 h bei 37 °Cund 5 % CO; inkubiert (in RPMI-
Medium). Nach 24 h wird das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen (2 x 1 mL) und
danach 1.2 mL PBS pro Well vorgelegt. Es folgt die Zugabe des radiomarkierten Liganden in
unterschiedlichen Konzentrationen (100 pL, finale Stoffmenge Ligand 1 - 10 pmol je nach
Experiment, vgl. Kap. 5.6.3.2, vide infra) und das Einstellen des finalen Volumens auf 1.5 mL
pro Well mit PBS. Zur Bestimmung des nicht spezifischen Anteils an Radioaktivitat wird zuvor
ein Uberschuss an 2-PMPA Lésung (200 L, finale Konzentration ¢ = 1 uM) in ausgewihlte
Kontrollwells pipettiert. Die Inkubation des Radioliganden erfolgt fir 30 min bei 25 °C.
Zusatzlich wird ein Experiment bei 4 °C durchgefiihrt. Die Internalisierung wird nach den
ausgewahlten Zeitpunkten (15 min, 30 min, 1 h und 2 h) durch die Entnahme des Mediums
gestoppt, der Zellrasen anschlieBend mit eiskaltem PBS gewaschen und der
membrangebundene Radioligand durch Waschen mit 0.1 M Glycinpuffer (pH 2.8, 2 x 1 mL)
entfernt. Danach werden die Zellen mit 1 M NaOH (2 x 1 mL) aufgeldst und die Intensitat an
aufgenommenem Radioligand der einzelnen Fraktionen (Uberstand nach Inkubation,
Membrangebundener Anteil und internalisierter Anteil) am Hidex Gamma-Counter gemessen

berechnet als prozentual gebundene Radioaktivitat / 10° LNCaP-Zellen.
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AV 10 — Zellkultur - Objekttrager-Praparation Mikroskopie

Die Ansatze der Stammloésungen der jeweiligen Liganden ist in entsprechenden Kapiteln

detailliert aufgefiihrt.

Ansatz Paraformaldehyd-L6sung

16 % Paraformaldehyd-Ampulle 10 mL
10 x PBS 4 ml
3.81 mg MgCl, Endkonzentration von MgCl; in der

Paraformaldehyd-Lésung: c =1 mM
4.44 mg CaCl, Endkonzentration von CaCl; in der
Paraformaldehyd-Losung: c = 1.8 mM

Auffillen auf 40 ml bidestilliertem Wasser

Ansatz 2-PMPA Blockierlosung fir die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen

Zunachst wurde die 2-PMPA-Stamml6sung angesetzt (vgl. AV 9):
Konzentration der Stammlésung ¢ = 1 umol/ulL

Dazu wurde 2-PMPA (5 mg, 22,11 umol) in 22.1 uL H,O gelost.

Es folgt eine 1:1000-Verdiinnung der 2-PMPA Stammldsung. 1 uL der 2-PMPA-Stammldsung
(c = 1 pmol/uL) wird dazu mit 999 uL PBS-Puffer verdinnt. Von dieser Losung der
Konzentration ¢ = 1 nmol/uL werden 40 uL pro Well fur die Blockierungsexperimente im

Rahmen der Fluoreszenzmikroskopie verwendet.

Durchfiihrung Objekttrager-Praparation

Fir die Vorbereitung der Objekttrdager fiir die Fluoreszenzmikroskopie werden die
verwendeten LNCaP-Zellen zunichst passagiert und 10°-Zellen auf einem poly-L-Lysin
gecoateten Coverslip (25 mm) in einer 6-Well Platte ausgesat und fir 24 h bei 37 °Cund 5 %

CO; inkubiert. Das Medium wird anschlieend entfernt und der Coverslip mit eiskaltem PBS
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gewaschen. Danach werden 2 mL PBS pro Well vorgelegt, anschlieBend der PSMA-Ligand
(finale Konzentration 20 nM pro Well) zugegeben und bei RT fir 15 min, 30 min sowie fur 60
min inkubiert. Chemische Blockingstudien werden durch die Inkubation mit 2-PMPA (finale
Konzentration 20 mM pro Well) fir 30 min durchgefiihrt. Zusatzlich erfolgt ein biologisches
Blocking-Experiment bei 4 °C.

Nach der Inkubation werden die Zellen gewaschen und mit einer Paraformaldehyd-Losung (4
%, in PBS, 1.8 mM CaCl; and 1.0 mM MgCl,) fur 15 min fixiert. Nach zwei anschlieRenden
Waschschritten mit PBS sowie H,0 erfolgte die Anfarbung der Zellkerne mit 4°,6-Diamidino-2-
diphenylindol Dihydrochlorid (DAPI) durch die Inkubation mit 2 Tropfen NucBlue™Fixed Cell
Stain ReadyProbes™ in einem Gesamtvolumen von 2 mL H,0. Die Fixierung der Coverslips auf
dem Objekttrager erfolgte mit einem Tropfen Pro-Long Diamond Antifade Mountant pro
Coverslip. Die Coverslips wurden anschlielend bei 4 °C fiir die Mikroskopie gelagert. Die
Membrananreicherung wurde mit einem SIM Mikroskop (Carl Zeiss Elyra PS.1 microscope)
unter Verwendung eines 63 x Objektivs (nA 1.43) untersucht. DAPI wurde dabei mit einem 405
nm Laser, BODIPY Liganden mit einem 488 nm Laser angeregt. Die erhaltenen Rohdaten
wurden anschlieRend mit der Zen2012 Software (Carl Zeiss) bearbeitet und anschlieRend mit

Imagel v. 1.53 post-prozessiert.

AV 11 - Aligemeine Vorschrift der BODIPY-Konjugation in Losung

Nach erfolgter Linkerkonjugation (AV 3) und Harz-Abspaltung (AV 4) der Vorlaufer Glu-CO-Lys,
2, 3, 4 und 11 erfolgt die BODIPY-Konjugation in Lésung. Dazu wird bei RT eine Losung
bestehend aus BODIPY 1 (1 dq), HATU (1 &q) und DIPEA (2 &q) in trockenem DMF (1 mL — 2
mL) zu der Precursorlésung (Glu-CO-Lys, 2, 3, 4, 11) (1 4q) in DMF getropft. Die orangefarbene
Losung wird fur 2 h bei RT geriihrt, danach mit Wasser (+ 0.1 % TFA) gequencht und mittels

semipraparativer HPLC aufgereinigt.

Auswertung der NMR-Spektren erfolgte in Kooperation mit Frau Dr. C. Hoffmann MSc. (AK
Prof. Dr. G. Jung, Biophysikalische Chemie, UdS)
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AV 12 - Synthese der Metallomplexe vom Typ [Ln(NODIA-Me-Bz-DOTA)]

Ansatz Ammoniumacetat-Puffer pH 5.4 (0.5 M)

1.927 g Ammoniumacetat
400 L Essigsaure
50 mL H;O ultrapur

1.927 g Ammoniumacetat werden in 40 mL H;O ultrapur gelést und 400 pL Essigsaue
zugegben. Anschliefend wird mit H,O ultrapur auf 50 mL aufgefillt und der pH-Wert

kontrolliert.

Synthese Metallkomplexe

NODIA-Me-Bz-DOTA 16 wird in Ammoniumacetatpuffer (pH 5.4) (500 uL) gelést und
anschliefend LnCls * 6 H,0 (1.1 4q.) in Ammoniumacetatpuffer (500 plL) zugegeben. Die
farblose Losung wird anschliefend fir 15 min bei 95 °C inkubiert, danach gemaRR AV 5

aufgereinigt und getrocknet.

AV 13 - Synthese der heterodinuklearen Metallkomplexe vom Typ [MLn(NODIA-Me-Bz-
DOTA)]

[Ln(NODIA-Me-Bz-DOTA)] / Ln16 wird in Ammoniumacetatpuffer (pH 5.4) (500 pL) geldst und
anschlieend MX, (M = Cu, Zn; X = Cl, Acetat) (1.1 dq.) in Ammoniumacetatpuffer (500 pL)
zugegeben. Die Losung wird anschlieRend fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, danach

gemall AV 5 aufgereinigt und getrocknet.
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5.3 Syntheseteil

5.3.1 Synthese der BODIPY-PSMA-Liganden

5.3.1.1 Synthese der Liganden 5, 6,7, 8 und 12 mittels kombinierter Syntheseroute

5.3.1.1.1 Synthese des PSMA Bindemotivs Glu-CO-Lys mittels Festphasensynthese

Die Synthese des PSMA-Bindemotivs erfolgte nach einer modifizierten Anleitung von Eder et

al 31

Das 2-Chlor-Tritylchlorid-Harz (5 g, 5.505 mmol, 1.01 mmol / g Harz) wird fur 45 min in
trockenem Dichlormethan (100 mL) inkubiert. Danach wird eine Losung aus Fmoc-L-Lys(Alloc)-
OH (2.74 g, 6.06 mmol) und DIPEA in Dichlormethan (20 mlL) langsam zugegeben
(Rauchentwicklung) und die Suspension fiir 24 h bei RT geriihrt. Nach anschliefendem
Abfiltrieren und Waschen des Harzes mit Dichlormethan (50 mL) erfolgt die Inkubation mit
einer Dichlormethan:Methanol:DIPEA-L6sung (200 mL, 85/10/5, % v/v) fiir 2 h bei RT, um nicht
abreagierte Chlorotritylchlorid-Reste zu blockieren. Im AnschluB erfolgt die Abspaltung der

Fmoc-Schutzgruppe (AV 1).

Fiir die Knlpfung der Harnstoffbindung wurde 1,1’-Carbonyldiimidazol (8 &q., 6.55 g, 40.4
mmol) bei — 10 °C in Dichlormethan gel6dst und bei dieser Temperatur eine Losung aus L-
Glutaminsdure-di-tert.butylester (4 4q., 5.98 g, 20.2 mmol) sowie DIPEA (2.87 g, 3.87 mL, 22.2
mmol) in Dichlormethan (20 mL) innerhalb 1 h zugetropft. Die farblose Losung wurde fiir 1 h
bei — 10 °C geriihrt, danach auf RT gebracht und fir weitere 3 h geriihrt. Die Loésung wird
anschlieend mit Wasser (2 x 100 mL) und gesattigter NaCl-Losung (2 x 100 mL) gewaschen,
die vereinigten org. Phasen Uber Na;SOs getrocknet und bei pH 12 zum Harz gegeben. Die
Suspension wird im Anschlul} fiir 16 h bei RT gerihrt, das Harz danach abfiltriert und mit
Dichlormethan (3x10 mL) sowie Diethylether (3 x10 mL) gewaschen. Nach erfolgter

Knlpfung der Harnstoffbindung erfolgt zuletzt die Abspaltung der Alloc-Schutzgruppe (AV 2).
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5.3.1.1.2 Finale Synthese der BODIPY-PSMA-Liganden 5, 6, 7, 8 und 12

5.3.1.1.2.1 Synthese Glu-CO-Lys-BODIPY 5

Die Synthese erfolgte gemaR AV 11 ausgehend von Glu-CO-Lys (100 mg, 0.082 mmol),
BODIPY-Carbonsaure 1 (28 mg, 0.082 mmol), HATU (31 mg, 0.082 mmol) und DIPEA (21 mg,
29 pL, 0.164 mmol). Gradient (Semipraparative HPLC): 0-15 min 50 % B auf 60 % B mit einer
Flussrate von 7 mL-min’l. Retentionszeiten: tr (Semipraparative HPLC): 11.75 min, Gradient
(Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-15 min 95 % B, 15-17 min 95 % B mit einer Flussrate von
1 mL-mint. tr (Analytische HPLC): 11.26 min, Ausbeute: 20 mg (0.031 mmol, 38 %) eines

orangefarbenen Feststoffes.

OTOH
2
HO - OH
I

5

1H-NMR (400 MHz, CD30D): & = 6.14 (s, 2H, 2xCH), 4.29 (2xdd, 3Jcis = 5.02 Hz, 3Jirans = 8.53 Hz,
3Jcis = 4.77 Hz, 3Jtrans = 8.28 Hz, 2H, 2xCCH) 3.19 (td, 2/ = 1.25 Hz, 3J = 7.03 Hz, 2H, CH,), 3.02-
3.07 (m, 2H, CH2), 2.46 (s, 6H, 2xCHs), 2.44 (s, 6H, 2xCHs), 2.38-2.43 (m, 4H, 2xCH,), 2.11-2.17
(m, 1H, CH), 1.83-1.95 (m, 4H, 2xCH, CHa), 1.62-1.69 (m, 1H, CH), 1.51-1.57 (m, 2H, CHa), 1.41-
1.48 (m, 2H, CH») ppm. 3C-NMR (100 MHz, CDsOD): & = 176.6, 175.0, 155.1, 154.9, 154.1,
147.2, 142.6, 132.6, 122.9, 54.1, 53.7, 40.2, 37.2, 31.2, 30.0, 29.4, 29.0, 28.7, 23.9, 16.7, 14.6
ppm. °F-NMR (377 MHz, CDs0D): § = -148.29 (m, 2F, BF2) ppm. LR-ESI-MS berechnet m/z fiir
C29H41Ns0gBF,*: 636.3, gefunden: 636.5.
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5.3.1.1.2.2 Synthese Glu-CO-Lys-Ahx-BODIPY 6

Die Synthese der peptidomimetischen Vorstufe 2 erfolgte gemaR AV 3/AV 4 ausgehend von
Harz-immobilisiertem Glu(O'Bu),-CO-Lys (1 g, 1.01 mmol), Fmoc-Aminohexansaure (1.43 g,
4.04 mmol), HATU (1.38 g, 3.64 mmol) und DIPEA (1.04 g, 1.41 mL, 8.08 mmol). Die BODIPY-
Konjugation erfolgt gemaR AV 11 ausgehend von Glu-CO-Lys-Ahx 2 (100 mg, 0.068 mmol),
BODIPY-Carbonsaure 1 (23 mg, 0.068 mmol), HATU (26 mg, 0.068 mmol) und DIPEA (18 mg,
24 uL, 0.136 mmol). Gradient (Semipraparative HPLC): 0-15 min 50 % B auf 60 % B mit einer
Flussrate von 7 mL-min’l. Retentionszeiten: tr (Semiprdparative HPLC): 11.80 min. Gradient
(Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-15 min 95 % B, 15-17 min 95 % B mit einer Flussrate von
1 mL-min. tg (Analytische HPLC): 11.39 min, Ausbeute: 20 mg (0.027 mmol, 39 %) eines

orangefarbenen Feststoffes.

OﬁH
: o}
Hojh’ NJ\ N
o H H
6

1H-NMR (400 MHz, CD30D): & = 6.14 (s, 2H, 2xCH), 4.24-4.33 (2xdd, 2x 3Jis = 5.02 Hz, 2X 3Jtrans
= 8.53 Hz, 2H, 2xCH),3.18 (t, 3/ = 6.78 Hz, 2H, CH,), 3.13 (t, 3/ = 6.78 Hz, 2H, CH>), 3.03-3.08 (m,
2H, CHy), 2.45 (s, 12H, 4xCH3s), 2.36-2.41 (m, 4H, 2xCH>), 2.15-2.21 (m, 3H, CH, CH3), 1.84-1.95
(m, 4H, 2xCH, CHy), 1.58-1.66 (m, 3H, CH, CHy), 1.48-1.55 (m, 4H, 2xCH>), 1.33-1.42 (m, 4H,
2xCH3) ppm. 3C-NMR (100 MHz, CD30D): 6 = 176.6, 176.3, 175.0, 160.3, 155.4, 147.4, 147.1,
142.6, 132.8, 122.9, 54.1, 53.3, 40.5, 40.2, 37.2, 37.1, 33.3, 31.2, 30.2, 30.0, 29.4, 29.0, 28.7,
27.7, 26.8, 24.1, 16.7, 14.6 ppm. F-NMR (377 MHz, CD30D): § = -148.01 (m, 2F, BF;) ppm.
LR-ESI-MS berechent m/z flir C3sHs;NgO9BF,*: 749.4, gefunden: 749.7.
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5.3.1.1.2.3 Synthese Glu-CO-Lys-Ahx-Ahx-BODIPY 7

Die Synthese der peptidomimetischen Vorstufe 3 erfolgt gemall der Allgemeinen
Arbeitsvorschrift AV 3 ausgehend von Harz-immobilisiertem Glu(O'Bu),-CO-Lys (1 g,
1.01 mmol), Fmoc-Aminohexansaure (1.43 g, 4.04 mmol), HATU (1.38 g, 3.64 mmol) und
DIPEA (1.04 g, 1.41 mL, 8.08 mmol). Nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe (AV 1) erfolgt
die zweite Linkerkonjuagtion ausgehend von Harz-immobilisiertem Glu(O'Bu),-CO-Lys-Ahx (1
g, 1.01 mmol), Fmoc-Aminohexansaure (1.43 g, 4.04 mmol), HATU (1.38 g, 3.64 mmol) und
DIPEA (1.04 g, 1.41 mL, 8.08 mmol). Die BODIPY-Konjugation erfolgt gemaR AV 11 ausgehend
von Glu-CO-Lys-Ahx-Ahx 3 (100 mg, 0.062 mmol), BODIPY-Carbonsdure 1 (21 mg,
0.062 mmol), HATU (24 mg, 0.062 mmol) und DIPEA (16 mg, 22 uL, 0.124 mmol). Gradient
(Semipraparative HPLC): 0-15 min 25 % B auf 95 % B mit einer Flussrate von 6 mL-mint.
Retentionszeiten: tr (Semipraparative HPLC): 9.43 min. Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min
5% B, 1-15 min 95 % B, 15-17 min 95 % B mit einer Flussrate von 1 mL-mint.q tg (Analytische

HPLC): 11.50 min. Ausbeute: 20 mg (0.023 mmol, 37 %) eines orangefarbenen Feststoffes.

1H-NMR (400 MHz, CD30D): 6 = 6.14 (s, 2H, 2xCH), 4.24-4.26 (m, 1H, CH), 4.31-4.32 (m, 1H,
CH), 3.11-3.20 (m, 6H, 3xCH2), 3.02-3.06 (m, 2H, CH2), 2.46 (s, 6H, 2xCH3), 2.44 (s, 6H, 2xCH3),
2.36-2.40 (m, 4H, 2xCH,), 2.16-2.19 (m, 5H, CH, 2xCH,), 1.89-1.96 (m, 4H, 2xCH, CH,), 1.60-
1.62 (m, 3H, CH, CHy), 1.48-1.53 (m, 8H, 4xCH>), 1.32-1.36 (m, 6H, 3xCH2) ppm. 3C-NMR
(100 MHz, CD30D): 6 = 174.6, 174.5, 173.5, 173.4, 153.7, 140.8, 131.2, 131.1, 121.2, 120.1,
51.4, 38.0, 35.5, 35.4, 294, 28.0, 27.6, 27.1, 26.9, 26.7, 26.0, 25.6, 25.1, 24.8, 21.8, 14.6, 12.4
ppm. °F-NMR (377 MHz, CDs0D): § = -148.72 (m, 2F, BF2) ppm. LR-ESI-MS berechnet m/z fiir
Ca1He3N7010BF>*: 862.5, gefunden: 862.8.
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5.3.1.1.2.4 Synthese Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-BODIPY 8

Die Synthese der peptidomimetischen Vorstufe 4 erfolgt gemall der Allgemeinen
Arbeitsvorschrift AV 3 ausgehend von Harz-immobilisiertem Glu(O'Bu),-CO-Lys (1 g,
1.01 mmol), Fmoc-2-L-Naphthylalanin (1.77 g, 4.04 mmol), HATU (1.38 g, 3.64 mmol) und
DIPEA (1.04 g, 1.41 mL, 8.08 mmol). Nach Entschiitzung der Fmoc-Schutzgruppe (AV 1) erfolgt
die zweite Linkerkonjuagtion ausgehend von Harz-immobilisiertem Glu(O'Bu),-CO-Lys-2-Nal
(1 g, 1.01 mmol), Fmoc-trans-Aminomethylcyclohexansédure (1.53 g, 4.04 mmol), HATU (1.38
g, 3.64 mmol) und DIPEA (1.04 g, 1.41 mL, 8.08 mmol). Die BODIPY-Konjugation erfolgt gemafR
AV 11 ausgehend von Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc 4 (100 mg, 0.058 mmol), BODIPY-Carbonsaure 1
(19 mg, 0.058 mmol), HATU (22 mg, 0.058 mmol) und DIPEA (15 mg, 20 uL, 0.116 mmol).
Gradient (Semipraparative HPLC): 0-15 min 50 % B auf 95 % B mit einer Flussrate von
7 mL-min’l. Retentionszeiten: tgr (Semipraparative HPLC): 9.40 min. Gradient (Analytische
HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-15 min 95 % B, 15-17 min 95 % B mit einer Flussrate von 1 mL-min™.
tr (Analytische HPLC): 12.96 min. Ausbeute: 25 mg (0.026 mmol, 44 %) eines orangefarbenen

Feststoffes.

I
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-
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'H-NMR (400 MHz, CDs0D): 6 = 7.74-7.78 (m, 3H, 3xAr-CH), 7.66 (s, 1H, Ar-CH), 7.37-7.41 (m,
3H, 3xAr-CH), 6.14 (s, 2H, 2xCH), 4.64-4.69 (dd, 3/ = 6.72 Hz, 3/ = 8.80 Hz, 1H, CH) 4.29-4.33
(dd, 3/ = 4.89 Hz, 3J = 8.44 Hz, 1H, CH), 4.17-4.20 (dd, 3/ = 4.52 Hz, 3/ = 8.31 Hz, 1H, CH), 3.24
(2xd, 3/ =6.85 Hz, 3/ = 6.48 Hz, 2H, CH>), 3.12 (t, 3/ = 6.36 Hz, 2H, CH>), 2.99-3.04 (m, 4H, 2xCH>),
2.45 (2xs, 12H, 4xCH3), 2.36-2.41 (m, 5H, CH, 2xCH3), 2.09-2.18 (m, 2H, 2xCH), 1.86-1.94 (m,
3H, CH, CH,), 1.77-1.80 (m, 2H, 2xCH), 1.66-1.72 (m, 2H, 2xCH), 1.52-1.58 (m, 2H, 2xCH), 1.33-
1.39 (m, 6H, 3xCH>), 0.89-0.98 (m, 2H, CH,) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDs0D): § =175.8,173.2,
154.1,153.6, 145.5, 140.8, 134.4, 133.3, 132.4, 130.8, 129.2, 128.6, 127.4,126.7,122.9, 121.1,
56.0, 54.0, 53.2, 46.3,44.1, 39.7, 39.1, 38.8, 37.6, 36.7, 31.6, 29.4, 28.7, 28.4, 24.4, 16.7, 14.6
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ppm. °F-NMR (377 MHz, CDs0D): § = -148.01 (m, 2F, BF,) ppm. LR-ESI-MS berechnet m/z fuir
CsoHesN7010BF,*: 972.48, gefunden: 972.6.

150



5.3.1.1.2.5 Synthese Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-DOOA-BODIPY 12

DOTA-di-tert.butylester (250 mg, 0.48 mmol) wurde in DMF (10 mL) unter Ultraschall gelost
und anschliefend HATU (164 mg, 0.43 mmol) sowie DIPEA (124 mg, 167 uL, 0.96 mmol)
zugegeben. Die gelbe Losung wird fiir 5 min inkubiert und danach bei pH 12 eine Losung aus
Fmoc-DOOA (197 mg, 0.48 mmol) und DIPEA (124 mg, 167 pL, 0.96 mmol) in DMF (5 mL)
zugetropft. Die Reaktionslosung wird im Folgenden fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Monoaktivierung von DOTA-di-tert.butylester erfolgt die Synthese des Liganden gemald
der Allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 3 ausgehend von Harz-immobilisiertem Glu(O'Bu),-CO-
Lys-2-Nal-Amc (106 mg, 0.11 mmol), HATU (164 mg, 0.44 mmol) und DIPEA (124 mg, 167 uL,
0.88 mmol). Die BODIPY-Konjugation erfolgt gemal der Allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 11
ausgehend von Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-DOOA 11 (25mg, 0.021 mmol), BODIPY-
Carbonsaure 1 (7 mg, 0.021 mmol), HATU (8 mg, 0.021 mmol) und DIPEA (5 mg, 8 L, 0.042
mmol). Gradient (Semiprdparative HPLC): 5 % auf 95 % B in 20 min mit einer Flussrate von
6 mL-min’l. Retentionszeiten: tr (Semiprdparative HPLC): 10.8 min. Gradient (Analytische
HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-15 min 95 % B, 15-17 min 95 % B mit einer Flussrate von 1 mL-min™.
tr (Analytische HPLC): 11.58 min. Ausbeute: 7.94 mg (5.33 umol, 25 %) eines orangefarbenen

Feststoffes.

O,
HO
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o

LR-ESI-MS berechnet m/z fuir C72H106N13018BF2%* : 745.3 gefunden: 745.7.
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5.3.1.1.2.6 Synthese Glu-CO-Lys-Ahx-Dipyrrol 13

Glu-CO-Lys-Ahx-BODIPY 6 (10 mg, 13.3 pumol) wird in 95 % TFA (2 mL) gel6st und fir 2 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach erfolgter Inkubation wird die Reaktionsmischung gemal der
Allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 5 aufgereinigt. Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B,
1-15 min 95 % B, 15-17 min 95 % B mit einer Flussrate von 1 mL-min’’. Retentionszeit tr

(Analytische HPLC): 8.91 min, Ausbeute: 14.3 mg (13.3 pmol, quant.) eines rétlichen Ols.

13

LR-ESI-MS berechnet m/z fiir C3sHs3NgOq*: 701.3, gefunden: 701.2.
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5.3.1.2 Synthese PSMA-Bindemotiv in Losung

5.3.1.2.1 Synthese Glu(O'Bu),-CO-Lys(O'Bu)-e-NHBOC 9

1,1"-Carbonyldiimidazol (6.55 g, 40.4 mmol) wird bei — 10 °C in Dichlormethan geldst und bei
dieser Temperatur eine Losung aus L-Glutaminsaure-di-tert.butylester Hydrochlorid (5.98 g,
20.2 mmol) sowie DIPEA (2.87 g, 3.87 mL, 22.2 mmol) in DCM innerhalb 1 h zugetropft. Die
farblose Losung wird fir 1 h bei — 10 °C gerihrt, danach auf RT gebracht und fiir 3 h gerihrt.
Die Losung wird anschlieRend mit Wasser (2 x 100 mL) und gesattigter NaCl-Loésung (2 x 100
mL) gewaschen, die vereinigten org. Phasen tiber MgSOa getrocknet und das Losungsmittel
entfernt. Das farblose Harz wird anschlieBend in frischem Dichlormethan (10 mL)
aufgenommen und anschliefend eine Losung aus Ne-BOC-L-Lysin-tert.butylester Hydrochlorid
(6.84 g, 20.2 mmol) sowie DIPEA (3.92 g, 5.28 mL, 30.3 mmol) in Dichlormethan (20 mL) binnen
30 min zugetropft. Die farblose L6sung wird danach fir 16 h bei Raumtemperatur gerihrt,
danach mit einer gesattigten NaHCOs-Losung (2 x 100 mL) sowie Wasser (2 x 100 ml)
gewaschen, die vereinigten org. Phasen Uber Na;SO4 getrocknet und das Losungsmittel
entfernt. Der gelbliche Riickstand wird anschlieRend sdaulenchromatographisch gereinigt (SiO2,
n-Hexan:Ethylacetat 2:1 + 1 % DIPEA, R¢ 0.6). Ausbeute: 9.75 g (16.6 mmol, 82 %) eines

farblosen Feststoffes.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 6 = 6.73 (t, 1H, J = 5.5 Hz, NHBOC), 6.27 (2xdd, J = 15.1, 8.3 Hz,
2H, 2xNH urea) 4.00 (m, 2H, 2xCCH), 2.88 (m, 2H, CH>), 2.21 (m, 2H, 2xCH3), 1.85 (m, 1H, CH3),
1.66 (m, 1H, CHy), 1.54 (m, 2H, CH), 1.39 (s, 27H, C(CH3)3 tert.butyl), 1.36 (s, 9H, C(CHs)3 BOC),
1.27 (m, 4H, 2xCH,) ppm. 3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 172.7, 172.3, 171.8, 157.6, 156.0,
81.0, 80.7, 80.2, 77.8, 53.5, 52.6, 39.9, 39.7, 32.2, 31.2, 29.5, 28.7, 28.0, 22.7, 16.7, 14.6 ppm.
LR-ESI-MS berechnet m/z fiir C29Hs4N309*: 588.4, gefunden: 717.7 ([M + H + DIPEA]*).
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5.3.1.2.2 Synthese Glu(O'Bu),-CO-Lys(O'Bu)-e-NH> 10

Verbindung 9 (5.00 g, 8.50 mmol) wird in einer 10 %igen TFA:Dichlormethan-Losung (20 mL)
gelost und flir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die klare Losung wird anschlieBend mit
Wasser (2 x 20 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen lber Na;SO4 getrocknet,
das Losungsmittel entfernt und der farblose Riickstand getrocknet. Ausbeute: 4.15 g (8.50

mmol, quant.) eines farblosen Ols.

NH,
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 6.33 (2xdd, J = 10.0, 8.5 Hz, 2H, 2xNH urea), 4.00 (m, 2H,
2xCCH), 2.75 (t, 2H, J = 7.7 Hz, CH,CH,CH,), 2.22 (m, 2H, 2xCH3), 1.86 (m, 2H, CH3), 1.57 (m,
4H, 2xCHy), 1.39 (s, 27H, C(CH3)s tert.butyl), 1.31 (m, 4H, 2xCH;) ppm. *C-NMR (100 MHz,
CDCl3): 6 =172.6,172.4,171.9, 157.7, 81.1, 80.9, 80.3, 53.4, 52.6, 39.9, 39.7, 31.9, 31.3, 28.1,
27.0, 22.6 ppm. LR-ESI-MS berechnet m/z fiir C24HasN307": 488.4, gefunden: 488.
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5.3.2 Synthese Dichelator-PSMA-Liganden

5.3.2.1 Synthese Dichelatormodellkonstrukt NODIA-Me-Bz-DOTA 16

5.3.2.1.1 Synthese NODIA-Me-Benzylamin 15

Die Synthese von NODIA-Me erfolgt gemaR der bereits publizierten Vorschrift von Bartholoma

et al.1*,

Fir die Synthese des Bischelatormodelkonstruktes wird im ersten Schritt der zweistufigen
Synthese NODIA-Me * 5 Cl (650 mg, 1.18 mmol) in DMF (10 mL) unter Ultraschall gelost, mit
DIPEA auf pH 7 eingestellt, danach HATU (448 mg, 1.18 mmol) und DIPEA (305 mg, 0.41 mL,
2.39 mmol) zugegeben und fir 5 min bei RT inkubiert. Anschliefend wird 1-(N-BOC-
aminomethyl)-4-(aminomethyl)benzol (279 mg, 1.18 mmol) zugegeben und die Lésung fiir 3
h bei RT gerihrt. Das Losungsmittel wird mit Toluol coevaporiert, der gelbe Rickstand ohne
weitere Aufreinigung in einer TFA:DCM-L6sung (10 mL, 50:50, % v/v) gelost und fiir 2 h bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wird das Losungsmittel entfernt, das orangefarbene
Ol in wenig Wasser geldst und mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt. Gradient (Flash-
Chromatograpie): 0 % B 2 CV, 0 % B auf 100 % B in 6 CV, 100 % B 2 CV mit einer Flussrate von
25 mL-min’l. Elution des Produktes: 40 % B. Ausbeute: 425 mg (0.86 mmol, 73 %) eines

farblosen Feststoffes.
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1H-NMR (400 MHz, CDs0D): & = 7.31 (m, 4H, 4xH-Benzyl), 7.02 (d, 2H, J = 1.0 Hz, 2xH-Imidazol)
6.85 (d, 2H, J = 1.3 Hz, 2xH-Imidazol), 4.39 (s, 4H, 2xCH>-Xylylendiamin), 3.89 (m, 2H, CH3), 3.67
(s, 10H, 2xCHs-Imidazol + 2xCH;-Imidazol), 2.79 (m, 8H, 4xCH;-Makrozyklus), 2.61 (m, 4H,
2xCH>-Makrozyklus) ppm. 13C-NMR (100 MHz, CDsOD): § =212.9, 210.2,178.1, 172.26, 145.2,
137.9,127.8,121.9, 120.5, 106.3 82.5, 73.2, 68.2, 60.4, 52.8, 47.6-47-4, 42.2, 32.2, 21.9 ppm.
LR-ESI-MS berechnet m/z fuir C26HaoN9O*: 494.3, gefunden: 494.0 und 247.5 ([M + 2H]%*).
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5.3.2.1.2 Synthese NODIA-Me-Bz-DOTA 16

Im ersten Schritt der zweistufigen Synthese wird DOTA-tris-tert.butylester (430 mg, 0.75
mmol) in DMF (5 mL) gelst, HATU (285 mg, 0.75 mmol) sowie DIPEA (193 mg, 0.26 mL, 1.50
mmol) zugegeben und die gelbe Losung flir 5 min bei RT geriihrt. AnschlieBend wird NODIA-
Me-Benzylamin 15 (370 mg, 0.75 mmol) in DMF (5 mL) geldst, mit DIPEA auf pH 7 eingestellt
und zur aktivierten Carbonsaure zugegeben. Die Losung wird anschlieend fir 3 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Das Losungsmittel wird mit Toluol coevaporiert, der gelbe
Ruckstand ohne weitere Aufreinigung in einer TFA:H,0:TIS-L6sung (10 mL, 95:2.5:2.5, % v/v)
gelost und fiir 2 h bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel entfernt, das gelbe
Ol in wenig Wasser geldst und mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt. Gradient (Flash-
Chromatograpie): 0 % B 2 CV, 0 % B auf 100 % B in 6 CV, 100 % B 2 CV mit einer Flussrate von
25 mL-minL. Elution des Produktes: 45 % B. Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-
14 min 95 % B, 14-15 min 95 % B mit einer Flussrate von 1 mL-mint. tr (Analytische HPLC):

6.95 min. Ausbeute: 370 mg (0.42 mmol, 56 %) eines farblosen Feststoffes.
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1H-NMR (400 MHz, CD30D): 6 = 7.27 (m, 4H, 4xH-Benzyl), 6.98 (s, 2H, 2xH-Imidazol) 6.83 (s,
2H, 2xH-Imidazol), 4.36 (m, 4H, 2xCH,-Xylylendiamin), 4.27 (m, 2H, CH3), 3.54 (s, 6H, 2xCH3),
3.46 (s, 4H, 2xCH23), 3.23 (s, 2H, CH3), 3.23 (s, br, 2H, CH3), 3.00 (s, br, 4H, 2xCH,), 2.88 (s, br,
2H, CH3), 2.66-2.71 (m, 8H, 4xCH;-Makrozyklus), 2.56 (m, 6H, 3xCH,-Makrozyklus), 2.49 (m,
2H, 2xCH>-Makrozyklus), 2.31 (m, 8H, 4xCH,-Makrozyklus) ppm. **C-NMR (100 MHz, CDs;0D):
6=201.8,180.0, 173.3, 163.2, 146.0, 137.8, 136.8, 127.9, 125.6, 117.8, 87.5, 69.3, 59.1, 52.3,
50.9, 42.5, 32.7, 18.6 ppm. LR-ESI-MS berechnet m/z flir C42HesN130s*: 880.5, gefunden: 880.0
und 440.6 ([M + 2H]?*).
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5.3.3 Synthese der Metallkomplexe des Modellkonstruktes 16

5.3.3.1 Synthese der Cu-Komplexe Cul6 und Cu,16

5.3.3.1.1 Synthese von Cul6

NODIA-Me-Bz-DOTA 16 (20 mg, 23 umol) wird in 0.1 M HCI (500 uL) gelost und anschlieRend
CuCl; (3.1 mg, 23 umol) in 0.1 M HCI (500 pL) zugegeben. Nach 5 min wurde der Komplex
gemall AV 5 aufgereinigt und getrocknet. Ausbeute: 22 mg (23 umol, quant.) eines blauen

Feststoffes.
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LR-ESI-MS berechnet m/z fuir CazHesN130sCu?*: 471.2, gefunden: 471.4

5.3.3.1.2 Synthese von Cu;16

NODIA-Me-Bz-DOTA 16 (20 mg, 23 umol) wird in Ammoniumacetatpuffer (pH 5.4) (500 uL)
gelost und anschlieBend CuCl, (6.2 mg, 46 umol) in Ammoniumacetatpuffer (500 uL)
zugegeben. Nach 5 min wurde der Komplex gemalR AV 5 aufgereinigt und getrocknet.

Ausbeute: 23 mg (23 umol, quant.) eines blauen Feststoffes.

LR-ESI-MS berechnet m/z fiir C42HeaN1308Cu,?*: 501.7, gefunden: 501.7.
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5.3.3.2 Synthese der Metallkomplexe vom Typ [Ln(NODIA-Me-Bz- DOTA)] / Ln16

NODIA-Me-Bz-DOTA 16 wurde in Ammoniumacetatpuffer (pH 5.4) (500 uL) gel6ést und
anschliefend LnCls * 6 H,O (1.1 dqg.) in Ammoniumacetatpuffer (500 pL) zugegeben. Die
farblose Losung wird anschliefend fur 15 min bei 95 °C inkubiert, danach gemaRR AV 5

aufgereinigt und im Vakuum getrocknet.
5.3.3.2.1 Synthese von Lul6

Die Synthese erfolgt gemall AV 12 ausgehend von 16 (20 mg, 23 pmol) und LuClz * 6 H,0 (10
mg, 25.3 umol). Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 %
B mit einer Flussrate von 1 mL-min. tg (Analytische HPLC): 8.43 min. Ausbeute: 24 mg (23

umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.
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1H-NMR (400 MHz, CD30D): 6 = 7.28 (m, 4H, 4xH-Benzyl), 7.03 (d, J = 1.1 Hz, 2H, 2xH-Imidazol)
6.90 (d, J = 1.1 Hz, 2H, 2xH-Imidazol), 4.46 (m, 1H, CHx-Xylylendiamin), 4.34 (m, 2H, CH»-
Xylylendiamin), 4.21 (m, 1H, CHx-Xylylendiamin ) 3.79 (s, br, 4H), 3.57 (s, 6H), 3.51 (m, 4H),
3.26 (m, 6H), 2.87 (m, 8H), 2.74 (m, 10H), 2.66-2.71 (m, 8H), 2.56 (m, 6H), 2.56 (m, 2H), 2.31
(m, 8H), 2.44 (s, br, 4H), 2.20 (s, br, 4H) ppm. 3C-NMR (100 MHz, CDs0D): & = 211.2, 202.2,
181.4, 180.8, 144.6, 137.4, 128.2, 127.9, 126.3, 97.2, 80.6, 65.5, 55.7, 55.2, 42.6, 32.7, 23.2
ppm. LR-ESI-MS berechnet m/z fiir C42HesN130sLu*: 1052.4, gefunden: 1052.2 und 526.6 ([M
+ 2H]%).
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5.3.3.2.2 Synthese von Lal6

Die Synthese erfolgt gemalk AV 12 ausgehend von 16 (20 mg, 23 umol) und LaCls * 7 H,0 (9.4
mg, 25.3 umol). Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 %
B mit einer Flussrate von 1 mL-min’l. Retentionszeit: tr (Analytische HPLC): 8.32 min.

Ausbeute: 24 mg (23 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.
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LR-ESI-MS berechnet m/z fir Cs;HesN130sla™: 1016.8., gefunden: 1016.8 und 508.8 ([M +
2H]%).

5.3.3.2.3 Synthese von Th16

Die Synthese erfolgt gemaR AV 12 ausgehend von 16 (20 mg, 23 pumol) und TbClz * 6 H,0 (9.5
mg, 25.3 pumol). Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 %
B mit einer Flussrate von 1 mL-minl. Retentionszeit: tr (Analytische HPLC): 8.13 min.

Ausbeute: 24 mg (23 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

LR-ESI-MS berechnet m/z fir CaaHe3sN130sTbh*: 1036.41, gefunden: 1036.4 und 518.7 ([M +
2H]>).
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5.3.3.2.4 Synthese von Eul6

Die Synthese erfolgt gemaR AV 12 ausgehend von 16 (20 mg, 23 pumol) und EuClz * 6 H,0 (9.3
mg, 25.3 umol). Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 %
B mit einer Flussrate von 1 mL-min’l. Retentionszeit: tr (Analytische HPLC): 8.12 min.

Ausbeute: 24 mg (23 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

LR-ESI-MS berechnet m/z fir CaHe3sN130sEu*: 1030.41, gefunden: 1030.0 und 515.3 ([M +
2H]%).

5.3.3.2.5 Synthese von Gd16

Die Synthese erfolgt gemalRk AV 12 ausgehend von 16 (20 mg, 23 umol) und GdCls * 6 H,0 (9.4
mg, 25.3 umol). Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 %
B mit einer Flussrate von 1 mL-minl. Retentionszeit: tr (Analytische HPLC): 8.23 min.

Ausbeute: 24 mg (23 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.
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LR-ESI-MS berechnet m/z flir C42He3N130sGd*: 1035.41, gefunden 1035.1 und 517.7 ([M +
2H]%).
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5.3.3.2.6 Synthese von Tm16

Die Synthese erfolgt gemall AV 12 ausgehend von 16 (20 mg, 23 umol) und TmCls * 6 H,0 (9.7
mg, 25.3 umol). Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 %
B mit einer Flussrate von 1 mL-min’l. Retentionszeit: tr (Analytische HPLC): 8.23 min.

Ausbeute: 24 mg (23 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.
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LR-ESI-MS berechnet m/z fir Ca2He3N130sTm*: 1046.42, gefunden: 1046.8 und 515.3 ([M +
2H]2+)
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5.3.3.3 Synthese der heterodinuklearen Metallkomplexe vom Typ [MLn(NODIA-Me-Bz-
DOTA)] / MLn16

5.3.3.3.1 Synthese von CulLul6

Die Synthese erfolgt gemaR AV 13 ausgehend von Lul6 (20 mg, 19 umol) und CuCl; (3 mg, 21
umol). Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 % B mit
einer Flussrate von 1 mL-minl. Retentionszeit: tg (Analytische HPLC): 10.4 min. Ausbeute: 21

mg (19 pmol, quant.) eines blauen Feststoffes.
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LR-ESI-MS berechnet m/z fiir C42Hg3N130sCulu?*: 557.2, gefunden: 557.6

5.3.3.3.2 Synthese von CulLal6

Die Synthese erfolgt gemal AV 13 ausgehend von La16 (20 mg, 19 umol) und CuCl; (3 mg, 21
umol). Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 % B mit
einer Flussrate von 1 mL-min’. Retentionszeit: tg (Analytische HPLC): 10.9 min. Ausbeute: 21

mg (23 pmol, quant.) eines blauen Feststoffes.
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LR-ESI-MS berechnet m/z fuir Ca2He3N130sCula®*: 539.2, gefunden: 539.6.
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5.3.3.3.3 Synthese von CuTb16

Die Synthese erfolgt gemaf AV 13 ausgehend von Tb16 (20 mg, 19 umol) und CuCl; (3 mg, 21
umol). Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 % B mit
einer Flussrate von 1 mL-minl. Retentionszeit: tg (Analytische HPLC): 11.2 min. Ausbeute: 21

mg (23 pmol, quant.) eines blauen Feststoffes.
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LR-ESI-MS berechnet m/z fuir Ca2He3N130sCuTb?*: 549.1, gefunden: 548.8

5.3.3.3.4 Synthese von CuEul6

Die Synthese erfolgt gemaR AV 13 ausgehend von Eul6 (20 mg, 19 umol) und CuCl; (3 mg, 21
pumol). Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 % B mit
einer Flussrate von 1 mL-minl. Retentionszeit: ts (Analytische HPLC): 11.0 min. Ausbeute: 21

mg (23 pumol, quant.) eines blauen Feststoffes.
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LR-ESI-MS berechnet m/z fiir C42Hg3N130sCuEu?*: 546.2, gefunden: 546.0.
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5.3.3.3.5 Synthese von CuGd16

Die Synthese erfolgt gemal AV 13 ausgehend von Gd16 (20 mg, 19 umol) und CuCl; (3 mg, 21
umol). Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 % B mit
einer Flussrate von 1 mL-minl. Retentionszeit: tg (Analytische HPLC): 10.9 min. Ausbeute: 21

mg (23 pmol, quant.) eines blauen Feststoffes.

LR-ESI-MS berechnet m/z fuir Ca2He3sN130sCuGd?*: 548.7, gefunden: 548.2.

5.3.3.3.6 Synthese von CuTm16

Die Synthese erfolgt gemall AV 13 ausgehend von Tm16 (20 mg, 19 umol) und CuCl; (3 mg, 21
pumol). Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 % B mit
einer Flussrate von 1 mL-min’. Retentionszeit: tg (Analytische HPLC): 11.2 min. Ausbeute: 21

mg (23 pmol, quant.) eines blauen Feststoffes.
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LR-ESI-MS berechnet m/z fiir C42Hg3N130sCuTm?*: 554.2, gefunden: 554.5
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5.3.3.3.7 Synthese von ZnLul6

Die Synthese erfolgt gemaR AV 13 ausgehend von Lul6 (20 mg, 19 umol) und Zn(OAc); *
2 H20 (5 mg, 21 umol). Ausbeute: 21 mg (23 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.
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1H-NMR (400 MHz, CDsOD): § = 7.32 (m, 4H, 4xH-Benzyl), 7.10 (s, 2H, 2xH-Imidazol) 6.44 (m,
2H, 2xH-Imidazol), 4.49 (s, br, 1H), 4.46 (d, J = 5 Hz, 2H), 4.34 (s, br, 1H) (d, J = 5.3 Hz, 4H), 3.77
(d, J = 2.3 Hz, 2H), 3.58 (s, 6H), 3.53 (m, 2H), 3.26 (m, 6H), 3.01 (m, 6H), 2.76 (m, 12H), 2.56 (s,
br, 6H), 2.12 (m, 4H) ppm. 3C-NMR (100 MHz, CD30D): & = 214.4, 195.8, 180.8, 173.0, 168.8,
162.8, 146.2, 136.4, 126.3, 123.9, 123.8, 117.8, 98.7, 91.9, 75.9, 68.9, 63.2, 58.2, 51.9, 43.6,
32.0, 23.2 ppm. LR-ESI-MS berechnet m/z fiir C42Hs3N130sZnLu?*: 558.7, gefunden: 558.5.
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5.3.3.4 Synthese der Dichelator-PSMA-Liganden

5.3.3.4.1 Synthese des Linkers Fmoc-Xylylendiamin 17

Die Synthese des Fmoc-geschiitzten Linkers erfolgte in Analogie zur Patentschrift von Wester

et al.1%2,

In einer zweistufigen Synthese wird Fmoc-Chlorid (1.09 g, 4.23 mmol), geldst in Chloroform
(10 mL), bei 0 °C zu einer Suspension aus 1-(N-BOC-aminomethyl)-4-(aminomethyl)benzol (1
g, 4.23 mmol) und K,COs3 (0.64 g, 4.65 mmol) in Chloroform (10 mL) zugetropft. Die
Reaktionsmischung wird fiir 16 h bei Raumtemperatur geriihrt, der Feststoff danach abfiltriert
und die farblose Losung mit Wasser (2 x 25 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
Uber NaySO; getrocknet und das Losungsmittel destillativ entfernt. Der farblose 6lige
Rickstand wird anschlieBend in Dichlormethan (10 mL) geldst und Trifluoressigsaure (10 mL)
zugegeben. Die farblose Losung wird danach fir 16 h bei Raumtemperatur geriihrt, das
Losungsmittel anschlieBend destillativ entfernt. Der erhaltene blass gelbe Feststoff wird
anschliefend ohne weitere Aufreinigung fiir die Festphasensynthese verwendet. Ausbeute:

1.36 g (3.81 mmol, 90 %) eines blass gelben Feststoffes.

NHFmoc

HoN

17

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 8.26 (s, br ,2H, NH.), 7.87 (m, 2H, 2xH-Fmoc), 7.69 (d, J =
7.5 Hz, 2H, 2xH-Fmoc), 7.41 (m, 4H, 4xH-Xylylendiamin), 7.33 (m, 2H, 2xH-Fmoc), 7.24 (d, J =
8 Hz, 2H, 2xH-Fmoc), 4.36 (d, J = 6.8 Hz, 2H, CH>-Fmoc), 4.22 (t, 2 x J = 6.8 Hz, 6.8 Hz, 1H, CH-
Fmoc), 4.18 (d, J= 6 Hz, 2H, CH>-NH3), 4.0 (m, 2H, CH,-NHCO) ppm. 3C-NMR (100 MHz, DMSO-
de): 6 = 159.1, 158.8, 158.4, 156.9, 144.3, 141.2, 140.7, 132.8, 129.3, 128.1, 127.6, 127.5,
125.6, 120.6, 118.2, 115.3, 65.8, 54.0, 47.3, 43.8, 42.4 ppm. LR-ESI-MS berechnet m/z fir
Cy3H,3N,0,": 359.2, gefunden: 359.2
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5.3.3.4.2 Synthese der Dichelator-PSMA-Liganden Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-DOOA-
NODIA-Me 18 und Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-XDA-NODIA-Me 19

DOTA-Di-tert.Butylester (250 mg, 0.48 mmol) wird in DMF (10 mL) unter Ultraschall geldst und
anschlieend mit HATU (164 mg, 0.43 mmol) sowie DIPEA (124 mg, 167 uL, 0.96 mmol)
versetzt. Die gelbe Losung wird fiir 5 min inkubiert und danach bei pH 12 eine Losung des
Fmoc-geschiitzen Linkers (1 &g.) und DIPEA (2 &qg.) in DMF (5 mlL) zugetropft. Die
Reaktionslésung wird im Folgenden fir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Monoaktivierung von DOTA-di-tert.butylester erfolgt die Synthese des Liganden gemaR der
Allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 3 ausgehend von Harz-immobilisiertem Glu(O'Bu),-CO-Lys-
2-Nal-Amc (120 mg, 0.12 mmol), HATU (46 mg, 0.12 mmol) und DIPEA (31 mg, 42 pL, 0.24
mmol). Nach Entschiitzung der Fmoc-Schutzgruppe (AV 1) erfolgte die Kopplung des Chelators
gemal AV 3.

Synthese von Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-DOOA-NODIA-Me 18

Die Linker-Konjugation erfolgt gemaR der Vorschrift aus Kap. 5.3.3.4.2 ausgehend von Fmoc-
DOOA * HCl (195 mg, 0.48 mmol). Die Chelator-Konjugation erfolgt gemal der Vorschrift aus
Kap. 5.3.3.4.2 ausgehend von Harz-immobilisiertem Glu(O'Bu),-CO-Lys-2-Nal-Amc-
DOTA(O'Bu),-DOOA (120 mg, 0.12 mmol), NODIA-Me 14 (45 mg, 0.12 mmol), HATU (46 mg,
0.12 mmol) und DIPEA (73 mg, 98 uL, 564 umol). Gradient (Semipraparative HPLC): 0-20 min
5 % B auf 95 % B mit einer Flussrate von 6 mL-min’. Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 %
B, 1-14 min 95 % B, 14-15 min 95 % B.
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Retentionszeiten: tg (Semipraparative HPLC): 10.8 min, tgr (Analytische HPLC): 9.43 min.
Ausbeute: 3.5 mg (2.26 umol, 15 %) eines farblosen Feststoffes. LR-ESI-MS berechnet m/z fur
C73H113N18018™: 1529.8, gefunden: 766.2 ([M + 2H]?*) und 511.0 ([M + 3H]3*).

Synthese von Glu-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA-XDA-NODIA-Me 19

Die Linker-Konjugation erfolgt gemaR der Vorschrift aus Kap. 5.3.3.4.2 ausgehend von Fmoc-
XDA 17 (172 mg, 0.48 mmol). Die Chelator-Konjugation erfolgt gemals der Vorschrift aus Kap.
5.3.3.4.2 ausgehend von Harz-immobilisiertem Glu(O'Bu),-CO-Lys-2-Nal-Amc-DOTA(O'Bu)»-
XDA (120 mg, 0.12 mmol), NODIA-Me 14 (45 mg, 0.12 mmol), HATU (46 mg, 0.12 mmol) und
DIPEA (73 mg, 98 L, 564 pmol). Gradient (Semipraparative HPLC): 0-20 min 5 % B auf 95 % B
mit einer Flussrate von 6 mL-min'. Gradient (Analytische HPLC): 0-1 min 5 % B, 1-14 min 95 %
B, 14-15 min 95 % B.
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Retentionszeiten: tg (Semipraparative HPLC): 10.8 min, tgr (Analytische HPLC): 9.43 min.
Ausbeute: 3.5 mg (2.26 umol, 15 %) eines farblosen Feststoffes. LR-ESI-MS berechnet m/z fir
C73H113N1801s*: 1529.8, gefunden: 766.2 ([M + 2H]?*) und 511.0 ([M + 3H]3*)

168



5.4 Fluoreszenzspektroskopie und Stabilitdtsuntersuchung der BODIPY-PSMA-Liganden

Die Messung der Absorptions- und Emissionsspektren von 5, 6, 7, 8 und 12 sowie die
Aufnahme der Spektren fiir die Stabilitatsuntersuchungen von 1 wurden in Kooperation mit

Frau Dr. C. Hoffmann MSc (AK Prof. Dr. G. Jung, Biophysikalische Chemie, UdS).

5.4.1 Messung Absorptions-Emissionsspektren

Fir die Messungen der Absorptions wird jeweils eine 1 uM Losung der Liganden in

Acetonitril/Wasser (50/50, % v/v) hergestellt.

5.4.2 Stabilitatsuntersuchungen der BODIPY-PSMA-Liganden

5.4.2.1 Stabilitatsuntersuchung BODIPY-Carbonsaure - Inkubation mit TFA

Die BODIPY-Carbonsdure 1 (1 mg) wird fiir die Uberpriifung der Farbstoffstabilitit mittels
analytischer HPLC in TFA (1 mL) gel6st und fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubation werden fiir die HPLC-Laufe ein Aliquot (20 uL) entnommen, die erhaltenen

Fraktionen aufgesammelt und per MS analysiert.

5.4.2.2 Stabilitatsuntersuchung BODIPY-Carbonséure - Inkubation mit SnCl,

Die BODIPY-Carbonsdure 1 (1 mg) wird fiir die Uberpriifung der Farbstoffstabilitit mittels
analytischer HPLC in einer 1 M SnCls-Losung in Acetonitril (1 mL) gelést und fir 30 min bei RT
inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation werden fiir die HPLC-Laufe ein Aliquot (20 ul)

entnommen, die erhaltenen Fraktionen aufgesammelt und per MS analysiert.
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5.5 Spektroskopischer Nachweis der selektiven Metallkomplexierung Modellligand 16

5.5.1 Vorbereitung der Stammlosungen fiir die Massenspektroskopie

Zunachst werden die Stammlésungen des Liganden und des Metallsalzes hergestellt:

Stammlésung NODIA-Me-Bz-DOTA 16:
16 130 mg (0.15 mmol) gel6st in 1000 pL H,0, ¢ = 0.00015 mmol/uL

Stammldsung CuCly:

CuCl; 2.1 mg(0.015 mmol) gel6st in 1000 pL H20, ¢ = 0.000015 mmol/pL

Pipettierschema und Durchfihrung

Ligand 16 (1 upl) wurde

im

jeweiligen

Losungsmittel

((1)

0.1 M HC,

(2)

Ammoniumacetatpuffer) vorgelegt und im Anschluss mit unterschiedlichen Aquivalenten (0.1

bis 1 Aq. und 2 4q.) an Metallsalz titriert (Tab. 18). Die massenspektrometrische Untersuchung

erfolgt anschliefend mit jeweils 1 plL der Reaktionsmischung.

Tabelle 18 Pipettierschema fiir massenspektrometrische Untersuchung der Bildung der Cu-

Komplexe des Modellliganden

Volumen 16  Volumen CuCl,

Aquivalente Volumen an
Messung ¢ =0.00015 ¢ =0.000015 Gesamtvolumen
mmol/uL mmol/uL Metall Losungsmittel
1 1ul 1ul 0.1 98 pL 100 pL
2 1ul 2 uL 0.2 97 uL 100 pL
3 1pul 3uL 0.3 96 uL 100 pL
4 1ul 4 uL 0.4 95 uL 100 pL
5 1pul 5uL 0.5 94 L 100 pL
6 1pul 6 pL 0.6 93 uL 100 pL
7 1ul 7 pL 0.7 92 uL 100 pL
8 1ul 8 uL 0.8 91 uL 100 plL
9 1pul 9 uL 0.9 90 pL 100 pL
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10 1uL 10 uL 1.0 89 uL 100 plL

11 1ul 20 pL 2.0 79 uL 100 pL

Herstellung der dquimolaren Mischung der Chelatoren NODIA-Me 14 und DOTA fiur die

massenspektrometrische Untersuchung

NODIA-Me 14 37.5 mg (0.1 mmol)
DOTA 40.4 mg (0.1 mmol)
CuCl, 13.4 mg (0.1 mmol)
LuCls * 6 H,0 38.9 mg (0.1 mmol)
Durchfiihrung

NODIA-Me 14 (37.5 mg, 0.1 mmol) und DOTA (40.4 mg, 0.1 mmol) werden in jeweils 500 pL
Ammoniumacetatpuffer geldst und danach eine 1:1-Mischung hergestellt (Gesamtvolumen 1
mL). AnschlieRend wird bei RT CuCl;(13.4 mg, 0.1 mmol) geldst in in Ammoniumacetatpuffer
(250 pL) zugegeben, ein Aliquot (1 puL) entommen und mittels MS untersucht. Im Anschluss
erfolgt die Zugabe von einem Aq. LuCls * 6 H,0 (38.9 mg, 0.1 mmol) in Ammoniumacetatpuffer
(250 pL). Nach Inkubation fiir 5 min bei RT wird ein weiteres Aliquot (1 puL) entommen und
mittels MS untersucht. Zuletzt wird die Reaktionsmischung fiir 15 min bei 95 °C inkubiert,

danach auf RT abgekiihlt und erneut mittels MS untersucht.
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5.5.2 Stammlésungen des Modelkonstruktes und der Metallkomplexe fiir die UV/Vis-
Spektroskopie

Fur die UV/Vis-Spektroskopie wurden eine Modellkonstrukt-Stammlésungen sowie Referenz-

Chelator-Stammldsungen in einer Konzentration von ¢ = 10 nmol/uL angesetzt.

16 62 mg (0.7 mmol) gel6st in 7 mL H,0

NODIA-Me-NHEt 28.0 mg (0.7 mmol) geldst in 7 mL H.0
DOTA 28.2 mg (0.7 mmol) geldst in 7 mL H,0
Lule 74.0 mg (0.7 mmol) geldst in 7 mL H.0

Die Cu-Stammlosung fiir die Titration wurde in einer Konzentration von ¢ = 100 mM angesetzt

CuCly 13.4 mg gelostin 1 mL H,O

Tabelle 19 Pipettierschema UV/Vis-spektroskopische Untersuchung Ligand 16.

Volumen
Volumen Volumen Cu-
Komplex- Gesamtvolumen
Messung Losungsmittel / Stammlosung /
Stammlosung / / uL
118 718
118

1 500 500 1000 -
2 500 490 1000 10
3 500 480 1000 20
4 500 470 1000 30
5 500 460 1000 40
6 500 450 1000 50
7 500 440 1000 60
8 500 430 1000 70
9 500 420 1000 80
10 500 410 1000 90
11 500 400 1000 100
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5.5.3 Stammlosungen des Modelkonstruktes und der Metallkomplexe fiir die EPR-
Spektroskopie

Die Messungen und Simulation der EPR-Spektren erfolgten in Kooperation mit Frau M.

Schroder (AK Prof. Dr. C. Kay, Physikalische Chemie, UdS)

Fir alle Messungen wird eine 5 mM-Lésung in H,0 der jeweiligen Metallkomplexe hergestellt.

16 4.40 mg (5.00 umol) gel6st in 1 mL H,0
Cule 4.71 mg (5.00 umol) geldst in 1 mL H,0
Cuzl6 5.02 mg (5.00 umol) gel6st in 1 mL H,0
Lule 5.26 mg (5.00 pumol) geldst in 1 mL H.0
Tb16 5.18 mg (5.00 umol) gel6st in 1 mL H,0
Eule 5.15 mg (5.00 pumol) geldst in 1 mL H.0
Gd1e6 5.17 mg (5.00 umol) gel6st in 1 mL H,0
CuLule 5.57 mg (5.00 pumol) geldst in 1 mL H.0
[Cu(NODIA-Me-NHEt)] 2.33 mg (5.00 pumol) geldst in 1 mL H.0
[Cu(DOTA)]* 2.32 mg (5.00 umol) gel6st in 1 mL H,0

5.5.4 Synthese der Metallkomplexe fiir die NMR-Spektroskopie

Die Metallkomplexe fir die NMR-Spektroskopie wurden die Komplexe Lul6 (Kapitel 5.3.3.2.1)
und ZnLul6 (Kapitel 5.3.3.3.7) gemaR AV 12 sowie AV 13 hergestellt. Das Modellkonstrukt

wurde gemald Kapitel 5.3.2 synthetisiert.

Die Komplexe wurden fir die NMR-spektroskopischen Untersuchungen in 40 % NaOD in D20

aufgenommen.
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5.6 Radiolabeling der multifunktionellen PSMA-Liganden

5.6.1 !8F-Markierung der BODIPY-PSMA-Liganden

5.6.1.1 Ansatz der Stammldsungen fiir die Durchfiihrung des 1°F/8F-Isotopenaustauschs
der BODIPY-PSMA-Liganden

Fir die Radiomarkierung werden fir alle BODIPY-PSMA-Biokonjugate Stammldsungen in einer

Konzentration von ¢ = 0.0037 M angesetzt.

2.35 mg (3.70 umol) geldst in 1000 pL Acetonitril
2.77 mg (3.70 umol) geldst in 1000 pL Acetonitril
3.19 mg (3.70 umol) gel6st in 1000 uL Acetonitril

00 N oo U

3.60 mg (3.70 umol) geldst in 1000 pL Acetonitril
12 5.50 mg (3.70 umol) gel6st in 1000 uL Acetonitril

1 M Zinn(1V)chlorid-Stammldsung

Zinn(IV)chlorid 260 mg (117 uL, 1 mmol), geldst unter Argon in trockenem Acetonitril

5.6.1.2 Durchfithrung des 1°F/*8F-Isotopenaustausch der BODIPY-PSMA-Liganden

Alle ['8F]F-Radiomarkierungen werden manuell durchgefiihrt. Das in [*0]H2O-irridiertem
Wasser geléste [*8F]Fluorid-Anion wird dazu zunichst auf einer Anionentauscher-Kartusche
(Accel Plus QMA Cartridge Light, Waters) fixiert und von [*80]H,O-irridiertem Wasser durch
Spilen mit Luft (10 mL) abgetrennt. Die [*®F]Fluorid beladene QMA-Kartusche wird danach auf
ein Wheaton-Vial transferiert und mit einer Tetraethylammoniumbicarbonatlésung (TEAB)
(25 mg) in 95 % Acetonitril (1 mL) sowie mit Acetonitril (1 mL) gewaschen. Das Wheaton-Vial
wird im Heizblock platziert und [*8F]F-TEA durch azeotropische Destillation mit trockenem
Acetonitril (3 x 2 mL) unter einem leichten Argonstrom getrocknet. Fir einen typischen Lewis-
Saure-katalysierten °F/*8F-Isotopenaustasuch wird die SnCls Stammlésung (37 ulL, 37 pmol)
zum jeweiligen Biokonjugat (100 pL, 0.37 umol) in trockenem Acetonitril gegeben, danach
gevortext und anschlieBend [*®F]F-TEA (100 uL, ~ 500 MBq) zugegeben. Die fluoreszierende

Losung wird danach fiir 15 min bei RT inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wird der
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Markierungsansatz mit 0.1 M NaOH (4 mL) gequenchet und analog AV 5 aufgereinigt. Die
erzielte radiochemische Reinheit fur [*8F]F5, [*8F]F6, ['8F]F7, [®F]F8 und ['8F]F12 lag bei > 99
% mit radiochemischen Ausbeuten (RCY) von 20 — 30 %. Die durchschnittlichen molaren

Aktivitaten Am des Isotopenaustausches lagen bei ~ 0.7 MBg-nmol™.

5.6.1.3 Bestimmung der Log Doct/resWerte der BODIPY-PSMA-Liganden

Fir die log Doct/pss Messungen werden 1-2 MBq [*8F]F5, ['8F]F6, [*8F]F7, ['8F]F8 und [*8F]F12 in
10 pL 50 % wassrigem Ethanol zu einem Gemisch bestehend aus PBS (490 uL) und 1-Octanol
(500 pL) gegeben. Die Probe wurde fiir 30 min bei RT inkubiert, anschliefend fiir 5 min bei
13,200 rpm zentrifugiert, danach 100 pL der jeweiligen Phasen entnommen und am

Gammacounter gemessen. Die Experimente wurden in triplicate durchgefiihrt.

5.6.1.4 Ermittlung der PBS Stabilitit von ['F]F6

Fur jedes Experiment werden ca. 5 MBq (10 pL) [*®F]F6 zu PBS (90 pL) pipettiert. Zu
ausgewahlten Zeitpunkten wird ein 20 pL Aliguot entnommen und per HPLC analysiert. Der
prozentuale Anteil an intaktem Liganden wird anschlieBend basierend auf den HPLC-

Chromatogrammen berechnet. Die Experimente wurden in triplicate durchgefiihrt.
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5.6.1.5 77Lu-Markierung des BODIPY-PSMA-Liganden 12

Fir die Radiomarkierung wurden fiir alle BODIPY-PSMA-Biokonjugate eine Stammldsung in
einer Konzentration von ¢ = 1 nmol/uL angesetzt. Auch fiir die Inkubation von 12 in H,0 und
Natriumacetatpuffer bei 95 °C zur Stabilitatsuntersuchung wurde ein Aliquot dieser
Stammldsung verwendet.

12 2.00 mg (1.43 umol) geldst in 1434 pL H.0O

[*”7Lu]LuCl3in 0.04 M HCl  ca. 1 MBg/uL

Pipettierschema und Durchfihrung der Radiomarkierung

e 2uL12(2nmol)
e 21 pL[*7Lu]LuCl; (22 MBq) in 0.04 M HCI

e 102 pL Natriumacetatpuffer pH 4.5
Ligand 12 (2 nmol) wird in Natriumacetatpuffer gelést und anschliefend ein Aliquot

[*77Lu]LuCls3 in 0.04 M HCI zugegeben. Die Markierungslésung wird danach fir 15 min bei 95

°C inkubiert, anschlieBend ein Aliquot entnommen und per Radio-HPLC analysiert.
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5.6.2 Radiomarkierungen Modelkonstrukt 16

5.6.2.1 %4Cu- 77Lu- 22°Ac-Markierung des Modellkonstrukts 16

Zunachst wurde die Stammlosung des Modellkonstruktes 16 angesetzt:

Ansatz Modellkonstrukt-Stammldsung fur die Radiomarkierung

Konzentration der Stammloésung ¢ = 1 nmol/uL

Dazu wurde 16 (16.0 mg, 13.1 umol) geldst in 13.1 mL H,O

Die Radiometall-Lésungen lagen in folgender Volumenaktivitat in 0.04 M HCl vor:
[6*Cu]CuCl;in 0.04 M HCl  ca. 3 MBg/uL

[*”7Lu]LuCl3 in 0.04 M HCl  ca. 10 MBg/pL

[??°Ac]AcCl3in 0.04 M HCl  ca. 0.25 MBg/10 pL

Ansatze und Durchfiihrung der Radiomarkierung

Ansatz Synthese [®*Cu]Cul6

e 1puL16(1nmol)
e 31 pL[*Cu]CuCl, (78 MBQq) in 0.04 M HCl

e 108 uL Ammoniumacetatpuffer pH 5.4

Ligand 16 (1 nmol) wird in Ammoniumacetatpuffer vorgelegt und danach ein Aliquot
[6*Cu]CuCl; in 0.04 M HCI zugegeben. Die Markierungslosung wird fir 15 min bei 95 °C
inkubiert, anschliefend ein Aliquot (10 pL) mit einer 5 M DTPA-L6sung (10 uL) verdiinnt und
per Radio-HPLC Uberprift. Nach erfolgter Inkubation wurde die Probe abgekiihlt und die

radiochemische Reinheit per Radio-HPLC sowie ITLC ermittelt.
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Ansatz Synthese [Y7Lu]Lul6

e 1puL16(1nmol)
e 16 pL [*7Lu]LuCl3 (127 MBg) in 0.04 M HCI

e 108 pL Ammoniumacetatpuffer pH 5.4

Ligand 16 (1 nmol) wird in Ammoniumacetatpuffer vorgelegt und danach ein Aliquot
[Y77Lu]LuCl3 in 0.04 M HCI zugegeben. Die Markierungslésung wird fiir 15 min bei 95 °C
inkubiert, anschliefend ein Aliquot (10 pL) mit einer 5 M DTPA-L6sung (10 uL) verdiinnt und
per Radio-HPLC uberprift. Nach erfolgter Inkubation wurde die Probe abgekiihlt und die

radiochemische Reinheit per Radio-HPLC sowie ITLC ermittelt.

Ansatz Synthese [®*Cu]Cu['”’Lu]Lul6 — Gemischte Komplexierung

e 1pL16(1nmol)
e 31 pL [**Cu]CuCl; (78 MBq) in 0.04 M HClI
o 16 pL [77Lu]LuCls (127 MBq) in 0.04 M HCI

e 108 pL Ammoniumacetatpuffer pH 5.4

Ligand 16 (1 nmol) wird in Ammoniumacetatpuffer bei pH 5.4 vorgelegt und danach ein
Aliquot [®*Cu]CuCl> in 0.04 M HCl zugegeben. Die Markierungslésung wird fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend ein Aliquot (10 pL) mit einer 5 M DTPA-L6sung (10
uL) verdiinnt und per Radio-HPLC tiberpriift. Nach erfolgter Uberpriifung der Radiomarkierung
wurde eine Aliquot an [Y7Lu]LuCls bzw. [?*°Ac]AcCl3in 0.04 M HCI zugegeben und die Losung
fiir 15 min bei 95 °C inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wird die Probe abgekihlt und die

radiochemische Reinheit per Radio-HPLC sowie ITLC ermittelt.

Ansatz Synthese [?2°Ac]Ac16

e 1uL16(1nmol)
e 12 pL [**Ac]AcCl5 (300 Bg) in 0.04 M HCI

e 112 uL Ammoniumacetatpuffer pH 5.4
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Ligand 16 (1 nmol) wird in Ammoniumacetatpuffer bei pH 5.4 vorgelegt und danach ein
Aliquot [??°Ac]AcClz in 0.04 M HCl zugegeben. Die Markierungslésung wird fiir 15 min bei 95
°C inkubiert, anschliefend ein Aliquot (10 pL) mit einer 5 M DTPA-L6sung (10 pL) verdiinnt

und per ITLC ermittelt.

5.6.2.2 Synthese der dualmarkierten Komplexe mittels Abssattigung durch die
entsprechenden nichtradioaktiven Metallsalze

Fir die Radiomarkierung wurde eine Modellkonstrukt-Stammldsungen in einer Konzentration

von ¢ = 1 nmol/uL angesetzt.

Ansatz Modellkonstrukt-Stammlésung fir die Radiomarkierung

Konzentration der Stammloésung ¢ = 1 nmol/puL

Dazu wurde 16 (16.0 mg, 13.1 umol) gel6st in 13.1 mL H,O

Die Radiometall-Lésungen lagen in folgender Volumen-Aktivitat in 0.04 M HCl vor:
[6*Cu]CuCl;in 0.04 M HCl  ca. 3 MBg/uL

[*”7Lu]LuCl3 in 0.04 M HCl  ca. 10 MBg/pL

[?2°Ac]AcCl3in 0.04 M HCl  ca. 0.25 MBg/10 pL

Die Losungen der Metallsalze zur Absattigung der Probe wurden wie folgt angesetzt:

CuCly 13.5 mg (1 mmol) in 1 mL Wasser, davon eine 1:1000-Verdiinnung, c =
0.1 nmol/uL

LuClz * 6 H,0 38.9 mg (1 mmol) in 1 mL Wasser, davon eine 1:1000-Verdinnung, ¢ =
0.1 nmol/uL

LaCls * 7 H,0 37.1 mg (1 mmol) in 1 mL Wasser, davon eine 1:1000-Verdiinnung, c =
0.1 nmol/uL
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Ansatz Synthese [64/"tCu]Cu[Y77/"tLu]Lul6

1 uL 16 (1 nmol)

16 pL [*7Lu]LuCl3 (127 MBq) in 0.04 M HCI

10 pL LuCl3 (1.0 Ag., 0.1 M) in Wasser

31 pL [**Cu]CuCl; (78 MBq) in 0.04 M HClI
10 pL CuCl> (1.0 Ag., 0.1 M) in Wasser

108 puL Ammoniumacetatpuffer pH 5.4

Ansatz Synthese [64/"tCu]Cu[?25Ac]Ac"*Lal6

1 uL 16 (1 nmol)

16 L [225Ac]AcCls (500 Bq) in 0.04 M HCl
10 plL LaCl3 (1.0 Ag., 0.1 M) in Wasser

31 pL [**Cu]CuCl; (78 MBq) in 0.04 M HClI

10 pL CuClz (1.0 Ag., 0.1 M) in Wasser

108 puL Ammoniumacetatpuffer pH 5.4

Durchfiihrung der Radiomarkierung und Absattigsung der dualmarkierten Komplexe

Ligand 16 (1 nmol) wird in Ammoniumacetatpuffer bei pH 5.4 vorgelegt, danach ein Aliquot
[Y77Lu]LuCls bzw.[??*Ac]AcCl3 in 0.05 M HCI zugegeben und die Lésung fiir 15 min bei 95 °C
inkubiert. Die Probe wird auf RT abgekiihlt, danach LuCl3 (1.0 Ag., 0.1 M) bzw. LaCl3 (1.0 Aq.,
0.1 M) zugegeben und erneut fiir 15 min bei 95 °C inkubiert. Der Markierungsansatz wird
erneut auf RT gebracht und danach eine Aliquot an [®*Cu]CuCl;in 0.04 M HCl zugegeben und
fiir 5 min bei RT inkubiert. Zuletzt erfolgt die Zugabe von CuClz (1.0 Ag., 0.1 M, 10 pL) sowie
die anschlieRende Aufreinigung des Liganden mittels Cis-Sep Pak-Kartusche (AV 5). Im
Anschluss an die Aufreinigung wird ein Aliquot (10 pL) mit einer 5 M DTPA-LOsung (10 ulL)

verdlinnt und per Radio-HPLC sowie ITLC (iberpruft.
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5.6.3 Verwendete Stammlosungen fiir in vitro Evaluation der BODIPY-PSMA-Liganden

5.6.3.1 Stammlésungen der BODIPY-PSMA-Liganden fiir das kompetitive Bindungsassay

Die Durchfuihrung des Assays erfolgte gemaR AV 8.

Ansatz der Liganden fur die verwendeten Stammldsungen

1.27 mg (2 pmol) in 2000 uL DMSO
1.50 mg (2 pmol) in 2000 pL DMSO
1.72 mg (2 pmol) in 2000 pL DMSO

00 N o un

1.95 mg (2 pumol) in 2000 pL DMSO
12 2.98 mg (2 pmol) in 2000 pL DMSO
13 1.40 mg (2 pmol) in 2000 pL DMSO

5.6.3.2 Stammlosung und Durchfiihrung der Zellinternalisierung von Ligand 6

Die Radiomarkierung des fiir die Zellinternalisierung verwendeten BODIPY-PSMA-Liganden 6
erfolgt gemall Kapitel 5.6.1.2. Vorbereitungen der Zellen, das Ansetzen der bendétigten

Losungen sowie die Durchfiihrung des Assays erfolgen gemald AV 9.

Ansatz der verwendeten Stammldsung fiir die Zellinternalisierung

Konzentration der Stammlésung c = 0.0037 M

Dazu wurde 6 (1 mg, 1.33 umol) in 360 L Acetonitril gelost.

Pipettierschema fiur die Radiomarkierung

Stammldsung Ligand 100 pL (0.37 umol)
SnCls Stammlosung 37 pL (37 umol)
[*8F]F-TEA in trockenem Acetonitril 100 pL
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Ansatz Verdiinnungsreihen fir Internalisierung

3 pL (1 pmol) [*8F]F6 werden mit 2000 pL PBS verdiinnt (c = 1 nM).

1 mL dieser Losung entspricht somit einer Konzentration von ¢ = 0.5 nM

Tabelle 20 Verdiinnungsreihe radiomarkierten PSMA-Liganden ['8F]F6 fur die
Zellinternalisierung.

Losung Volumen Volumen Konzentration Finales Endkonzentration
[*8F]F6 PBS fiir Volumen
Verdiinnung fiir
Inkubation

L1 200 pL 800 pL 0.1 nM 100 pL 10 pM

L2 100 pL 900 pL 0.05 nM 100 pL 5pM

L3 50 pL 950 puL 0.025 nM 100 pL 2.5 pM

L4 20 pL 980 pL 0.01 nM 100 pL 1pM

Tabelle 21 Pipettierschema der Zellinternalisierung von [‘8F]F6 in LNCaP-Zellen.

Well Vorgelegtes  Volumen Volumen 2- Volumen Endvolumen
Volumen PBS ['8F]F6 PMPA- PBS fir Well
Stammlosung bendtigtes

fiir Blocking Endvolumen

1 1200 pL 100 plL - 200 pL 1500 pL

2 1200 plL 100 pL 200 pL - 1500 pL

182



5.6.3.3 Stammldsungen der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der BODIPY
PSMA Liganden

Vorbereitungen der Zellen, die Praparation der Objekttrager, das Ansetzen der bendtigten

Losungen sowie die Durchfiihrung des Assays erfolgte gemald AV 10.

Ansatz der verwendeten Stamml6sung

6 1.4 mg (1.87 umol) in 19 uL DMSO

Ansatz Verdiinnungsreihen fiir Internalisierungsexperimente Ligand 6

1 pL der Stammlésung von 6 wird mit 999 uL DMSO verdiinnt (1:1000 Verdinnung) =

Stammldsung 2.

0.4 uL der Stammlosung 2 pro Well fiir eine finale Konzentration von 20 nM

2 uL der Stammlésung 2 pro Well fir eine finale Konzentration von 100 nM

5.6.3.4 Stamml6sungen - In vitro Evaluation Dichelator PSMA-Liganden

Die Durchfiihrung des Assays erfolgte gemaR AV 8.

Ansatz der verwendeten Stamml6sungen

18 3.46 mg (2.26 pmol) in 2260 pL DMSO
19 2.82 mg (1.73 pmol) in 1730 pL Wasser
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7 Anhang
7.1 Spektrosklopische Charakterisierung der multifunktionellen PSMA-Liganden

7.1.1 Spektroskopische Charakterisierung der PSMA-Bindemotiv und BODIPY PSMA-
Liganden

Die *H/3C sowie PF-NMR-Spektren der BODIPY-PSMA-Liganden 5, 6, 7 und 8 wurden in

Kooperation mit Frau Dr. C. Hoffamnn (AK Prof. Dr. G. Jung, Biophysikalische Chemie, UdS)

ausgewertet.
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7.1.2 Spektroskopische Charakterisierung Bischelator PSMA-Liganden und der
(heterodinuklearen) Metallkomplexe

7.1.2.1 Spektroskopische Charakterisierung 16
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Abbildung 110 'H-NMR-Spektrum 15.

217



F212'90 172.26-| 145.24-| 127.76-| |—121.86 |—106.29 73.1B-| 60.39-| 47.66-'—47_44 raz2.ne

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 111 3C-NMR-Spektrum 15.

% A247.5; IM+2H]2+

50
494.0; [M+H]+
49STER {hfteNal +
Iy A N m/z
o AR R R T R B R iy
200 300 400 500 600 700 800 900

Abbildung 112 LR-ESI (+) — Spektrum 15.

218



7.26-| 6.837 4.75-| 4.35-|r4.29 3.54-| r3.46r3.18 2.491 r2.31

____.._JI e Jb H

4N — @ —t e
4.01 1.841.86 1.891.725.724.07 1.74 1.73 3.86 1.78 3.49 3.83 6.55 3.71 8.99
U ou [ e o o I oy S|

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 113 'H-NMR-Spektrum 16.

201.?9-| 180.00—| 183.16-| 146.02—| 127.95—| r125.56 8?.4?—| 69.25~| 52.33—| 32.727 18.61~|
|

L L L L L B L L B B L L B B B L B R B B L SRR LR

T T B0 BRRRLRRRES B
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
Chemical Shift (ppm)

Abbildung 114 3C-NMR-Spektrum 16.
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Abbildung 118 LR-ESI (+) — Spektrum 16.

7.1.2.2 Spektroskopische Charakterisierung der Metallkomplexe vom Typ [Ln(NODIA-Me-

Bz-DOTA)] und der heterodiknuklearen Metallkomplexe vom Typ [MLn(NODIA-

Me-Bz-DOTA)]
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Abbildung 119 LR-ESI (+) — Spektrum Cu1l6.
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7.1.2.3 Analytische HPLC heterodinukleare Metallkomplexe
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Abbildung 143 UV Chromatogramm - Analytische HPLC 16. Laufmittelgradient: Gradient: 5 %
auf 95 % B in 15 min mit einer Flussrate von 1 mL-min™’.
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Abbildung 144 UV Chromatogramm - Analytische HPLC der Komplexe A) Lul6, B) La16, C)
Tb16, D) Eule6, E) Gd16, F) Tm16. Laufmittelgradient: Gradient (Analytische HPLC): 5 % auf 95
% B in 15 min mit einer Flussrate von 1 mL-min.
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Abbildung 145 UV-Chromatogramm - Analytische HPLC der Komplexe A) CuLul6, B) CulLale,
C) CuTb16, D) CuEulse, E) CuGd16, F) CuTm16. Laufmittelgradient: Gradient (Analytische
HPLC): 5 % auf 95 % B in 15 min mit einer Flussrate von 1 mL-min.
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Abbildung 146 UV-Chromatogramm - Analytische HPLC 18. Laufmittelgradient: Gradient
(Analytische HPLC): 5 % auf 95 % B in 15 min mit einer Flussrate von 1 mL-min™.
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Abbildung 147 UV-Chromatogramm - Analytische HPLC 19. Laufmittelgradient: 5 % B auf 95
% B in 19 min mit einer Flussrate von 1 mL-min.
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7.2 Invitro Evaluation der multifunktionellen PSMA-Liganden

7.2.1 Ergebnis des kompetitiven Bindungsassays der BODIPY-PSMA-Liganden
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Abbildung 148 Ergebnis des kompetitiven Bindungsassays - Ermittelte 1Cso-Kurven der
Liganden 5, 6, 7, 8, 12 und 13 sowie der verwendeten Kontrolle PSMA-11.
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7.2.2 Ergebnis des kompetitiven Bindungsassays der Bischelator PSMA-Liganden
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Abbildung 149 Ergebnis des kompetitiven Bindungsassays - Ermittelte 1Cso-Kurven der
Liganden 18 und 19.
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