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1. Einfuhrung in die Nuklearmedizin

Nuklearmedizin ist ein , Teilgebiet der Medizin, das sich mit der Verwendung von Radio-
nukliden in Diagnostik und Therapie beschaftigt® (Reuter, 2007). Ihr Ursprung geht zu-
ruck auf die Entdeckung der Rontgenstrahlung durch Konrad Rontgen im Jahre 1895
und die Entdeckung der radioaktiven Strahlung durch Henry Becquerel im Jahre 1896.
Beide Forscher erhielten fur ihre Arbeiten jeweils den Nobelpreis fur Physik (Rontgen,
1901; Becquerel, 1903).

Ihre Entdeckungen er6ffneten den Weg fur die Nutzung von Tracern in der Nuklearme-
dizin. Die erste Anwendung der Radioaktivitat in Form eines Tracers erfolgte durch den
ungarischen Chemiker und Nobelpreistrager (1943) George de Hevesy, wenn auch
noch nicht im Bereich der Medizin. Als er seine Vermieterin einmal in Verdacht hatte, die
Reste des Sonntagsessens wahrend der Woche wiederzuverwerten, mischte er in ge-
ringer Menge ein radioaktives Isotop unter die sonntaglichen Essensreste, um sie da-
durch zu Uberfuhren. Sein Verdacht wurde bestatigt, als er daraufhin in spateren Mahl-
zeiten Radioaktivitat nachweisen konnte. Dafur setzte ihn seine Vermieterin unverzug-
lich auf die Strale.

Die von de Hevesy angewandte Methode, mit der chemische Elemente durch die Beimi-
schung ihrer radioaktiven Isotope analytisch gekennzeichnet werden, wurde spater als
, Tracermethode’ bezeichnet. Am Anfang wurden Tracer mit den beiden langlebigen Ra-
dionukliden Wasserstoff-3 und Kohlenstoff-14 markiert, um erste biochemische Stoff-
wechselprozesse zu identifizieren. Mittlerweile lassen sich auf der Grundlage dieses
Prinzips unterschiedliche biochemische Prozesse im menschlichen Korper darstellen.
Hierbei wird einem Menschen eine geringe radioaktive Stoffmenge verabreicht. Dabei
kann es sich um eine radioaktiv markierte, korpereigene oder auch korperfremde Subs-
tanz handeln, die am Stoffwechsel des Korpers teilnimmt. Wegen der aulderst geringen
Menge beeinflussen sie nicht die Stoffwechselprozesse im Korper, doch kénnen durch
diese Tracer unterschiedliche Untersuchungen/Beobachtungen des interessierenden
Organs mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET), Single-Photon-Emissions-
Computertomographie (SPECT) oder planaren Aufnahmen auferhalb des Korpers vor-
genommen werden. Die Entwicklung neuartiger Radiopharmaka, die wie Sonden dem

Arzt Erkenntnisse Uber die Funktion von Enzymen, Botenstoffen und anderen Stoff-
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wechselvorgangen liefern, bewirkte in den letzten Jahrzehnten einen betrachtlichen

Fortschritt in der Nuklearmedizin (Universitatsklinikum Dusseldorf, 2005).

1.1 Die Bedeutung der PET-Diagnostik in der Medizin

Die Positronen-Emissions-Tomographie ist eine Methode, die es ermdglicht, biochemi-
sche und physiologische Vorgange durch minimal invasive Eingriffe im menschlichen
Korper von aul’en zu betrachten (Wienhard et al., 1999). Sie ist ein rechnergestltztes
Schichtaufnahmeverfahren der Szintigraphie, bei der die Strahlung der inkorporierten
Radionuklide mit Hilfe von Ringdetektoren oder einer Koinzidenz-Gammakamera ge-
messen wird und zur Berechnung von Schnittbildern der zu untersuchenden Organe
dient.

Zur Anwendung der PET werden Positronenstrahler eingesetzt. Beim B*-Zerfall gehen
instabile neutronenarme Atomkerne in einen stabileren Energiezustand tber. Dabei wird
im Atomkern ein Proton in ein Neutron umgewandelt, wobei gleichzeitig ein Betaplusteil-
chen/Positron (B*) und ein Neutrino (u) emittiert werden. Die Anzahl der Nukleonen im

Kern bleibt dabei unverandert und nur die Ordnungszahl erniedrigt sich um eine Einheit.
Bsp.:'®F(9 Protonen, 9 Neutronen)— 20 (8 Protonen, 10 Neutronen) + B* + u

Die kinetische Energie, die beim Beta-Zerfall frei wird, verteilt sich auf das Positron und
das Neutrino. Trifft ein Positron, nachdem es seine kinetische Energie verloren hat, auf
ein negativ geladenes Elektron, vereinigen sie sich und die Massen der beiden Teilchen
wandeln sich in elektromagnetische Strahlung um (Annihilation, Vernichtungsstrahlung);
dabei entstehen zwei Photonen, die je einer Energie von 511 keV (entspricht jeweils der
Energie der Ruhemasse eines Beta-Teilchens) aufweisen und dabei in 180° entgegen-
gesetzter Richtung emittiert werden. Diese Vernichtungsstrahlung kann mit gegentber-
liegenden Detektoren, die auRerhalb des Kdrpers angebracht werden, in zeitlicher Koin-
zidenz nachgewiesen werden. Dabei kann aus der zeitlichen und raumlichen Verteilung
dieser registrierten Zerfallsereignisse auf die raumliche Verteilung des Radiopharma-
kons im Kdérperinneren geschlossen und eine Serie von Schnittbildern errechnet werden.

Dieser Vorgang ist die Grundlage der PET-Diagnostik (Lange, 2001; Schicha und Scho-
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ber, 2003). Fur die PET-Aufnahme wird dem Patienten ein Radiopharmakon, das einen
Positronenstrahler chemisch gebunden enthalt, intravends injiziert. Dabei lasst sich mit-
tels Bildrekonstruktionsmethoden der Computertomographie die Aktivitatsverteilung in
Schichten berechnen.

Eine PET-Kamera besteht aus vielen kleinen Detektoren, die ringférmig um den Patien-
ten angeordnet sind. Es sind dabei mehrere Ringsysteme zusammengefasst, um gleich-
zeitig die Darstellung in mehreren Schichtebenen zu erhalten und als 3 dimensionales
Bild rekonstruieren zu kdnnen. Die PET-Scanner kénnen nicht nur statische Aufnahmen
erstellen, sondern auch dynamische Prozesse qualitativ und quantitativ erfassen. In der
klinischen Anwendung erganzt die PET die starker strukturell orientierten bildgebenden
Verfahren der diagnostischen Radiologie. Da bei der PET-Diagnostik die Beobachtung
der Stoffwechselvorgange im Organismus maoglich ist, erlaubt sie Diagnose, Staging,
Verlaufsbeobachtung und Therapieplanung von Erkrankungen und gesundheitlichen
Storungen.

Dass die PET eine absolute quantitative Messung der Aktivitdtsanreicherung im Korper
erlaubt, ist ein entscheidender messtechnischer Vorteil gegenuber der Single—Photon-
Emissions-Computertomographie (SPECT).

Die in der PET angewendeten Isotope weisen i.A. sehr kurze Halbwertszeiten auf (Minu-
ten- wenige Stunden), woraus eine geringe Strahlenbelastung fur die Patienten resul-
tiert. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit missen die Isotope fur die PET-Diagnostik vor
Ort bzw. in unmittelbarer Nahe hergestellt werden. Es bedarf daher eines Zyklotrons in
raumlicher Nahe fur den anwendenden Mediziner, falls die Verwendung von sehr kurz-

lebigen Isotopen, wie z.B. °0, ''C oder N vorgesehen ist.

1.2 Einsatzgebiete und Substanzen der PET

Die Mehrzahl korpereigener Stoffe sind organische Molekile, die aus C-, H-, N-, O, P-
und S-Atomen aufgebaut sind. In der nuklearmedizinischen Funktionsdiagnostik ist flr
die Markierung von Radiopharmaka der formale Austausch eines dieser Atome in ge-
eigneten Verbindungen gegen chemisch identische Radioisotope, wie ''C (HWZ=20,3
Minuten), *N (HWZ=10 Minuten), O (HWZ= 2,1 Minuten) oder ** P (HWZ= 2,5 Minu-

ten) besonders, geeignet. Der Organismus kann nicht zwischen inaktiven und radioaktiv
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markierten Tracern unterscheiden. Deshalb verhalten sich die markierten Substanzen,
abgesehen von vernachlassigbaren Isotopieeffekten, im Organismus identisch und
nehmen ebenso an naturlichen und pathogenen Stoffwechselprozessen teil. Die Radio-
pharmaka selbst haben in der Regel keinen Einfluss auf den Stoffwechsel im Korper, da
die applizierten Substanzmengen gewdhnlich im nano-bis picomolaren Bereich liegen.
Aufgrund der kurzen Halbwertzeiten dieser Radioisotope sind jedoch zeitaufwendige,
umfangreiche Synthesen nicht mdglich. Lediglich die HWZ des Kohlenstoff-11
(HWZ=20,3 Minuten) erlaubt komplexere Radiosynthesen und somit die Darstellung ei-
ner Vielzahl "'C-markierter Substanzen, die in der Nuklearmedizin ihren Nutzen gefun-
den haben, wie zum Beispiel das [''C]-S-Methyl-L-Acetat zur Visualisierung des
Sauerstoffverbrauchs des Herzmuskels und das [''C]-S-Methyl-L-Methionin zur
Sichtbarmachung der Proteinsynthese bei der Diagnostik von niedriggradig maligner
Gliome. Fur zeitaufwendigere Synthesen oder langsamere in vivo Pharmakokinetiken
werden etwas langlebigere Radionuklide genutzt, insbesondere das '®F (HWZ= 109 Mi-
nuten). Die Markierung mit diesen Radionukliden basiert oft auf sterischen und/oder
chemischen Analogien des Radioisotops zu der zu ersetzenden Gruppe oder Atome
(Struktur-Analog-Prinzip). Es lassen sich z.B. Wasserstoffatome/Hydroxidgruppen gut
gegen "®F (analog) ersetzen, da Fluor eine sterische Analogie zu Wasserstoff und eine
chemische Analogie zur Hydroxidgruppe besitzt. Brom und lod weisen hingegen eine

sterische Analogie zu Methylgruppen auf.

Das Glukoseanalogon '®F-FDG ist der in der PET-Diagnostik am haufigsten genutzte
Tracer. FDG wird in groReren Umfang kommerziell hergestellt. Der wesentliche Grund
fur die diagnostische Sonderstellung der FDG in der PET beruht auf der in vivo Vertei-
lung. FDG wird wie Glukose via Glukosetransporter in die Zellen aufgenommen und
ebenso wie Glukose zu FDG-Phosphat phosphoryliert. Im Gegensatz zu Glukose wird
FDG aber nicht weiter metabolisiert, sondern in den Zellen akkumuliert (metabolic trap-
ping). Dieser Anreicherungsmechanismus ermdglicht quantitative regionale Messungen
von Zucker verbrauchenden biologischen Vorgangen durch die PET.

'"®F_FDG wird Uiberwiegend in der Onkologie angewendet, findet sich aber auch in der
Neurologie und Kardiologie. Die FDG eignet sich aufgrund des erhdhten Glukosestoff-

wechsels der malignen Tumoren hervorragend zur Diagnostik solcher Erkrankungen. Es
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ermoglicht die Unterscheidung zwischen benignen und malignen Tumoren sowie nach
Blessing et al. (1995) zur Differenzierung zwischen Narbengewebe und vitalem Gewe-
be. Des Weiteren wird die PET in der Rezidiv- wie auch in der Therapieverlaufskontrolle
eingesetzt (Damian et al., 1996). Die PET-Diagnostik wird aber auch zur Untersuchung
der Stoffwechselleistung des Gehirns und verschiedener anderer Organe verwendet.
Der Energiebedarf des Gehirns wird vor allem durch den oxidativen Abbau der Glukose
gedeckt. Unter physiologischen Bedingungen ist der Energiestoffwechsel und die
Durchblutung an den Gewebezustand des Gehirns gekoppelt; daher erlauben Untersu-
chungen des Stoffwechsels von Glukose und Sauerstoff und der Durchblutung mittels
PET Aussagen uber die Gehirnstrukturen, so dass die Untersuchungsergebnisse Ruck-
schllusse auf lokale Ausfalle und pathologische Mechanismen ermdglichen, wie M. Alz-
heimer, M. Parkinson und Epilepsie sowie bei Hirninfarkt, Trauma, demenziellen Erkran-
kungen und Enzephalitis (Singhal, 2012; Tai et al., 2004).

Nach Biersack et al. (2000) bietet die PET der SPECT gegenuber nicht nur den Vorteil,
dass sie eine hohere raumliche Auflosung und Quantifizierbarkeit der gemessenen Pa-
rameter erlaubt, sondern sie ertffnet auch die Mdglichkeit, dass z.B. in der ,subakuten®
Phase des Schlaganfalls, die sehr variabel sein kann, neben der Durchblutung u. a.
auch der regionale Sauerstoffverbrauch durch Inhalation von radioaktivem Sauerstoff

und die lokale Glukoseutilisation durch "®F-FDG gemessen werden kann.

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick Uber die am haufigsten verwendeten Iso-
tope. Es soll vorweg das Isotop '8F hervorgehoben werden, da es nicht nur eine zur
Diagnostik sehr geeignete Halbwertszeit aufweist, sondern auch durch seine niedrige B°

Energie zur besten Ortsauflésung unter den gelisteten Isotopen fuhrt.
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Tab. 1: Medizinisch haufig angewendete Radionuklide und ihre Zerfallsdaten (Chu
et al., 1999)

Energie des abge-
) . Zerfall/Zerfallsart i
Radionuklid o Halbwertszeit strahlten
und (Haufigkeit %) ) )
Teilchens in MeV

Kohlenstoff B*(99,8) _

» 20,38 Minuten 1,2
C EC (0,2)

Fluor B"(96,9) .

18 109,7 Minuten 0,6
F EC (0,2)

Stickstoff B*(100)

13 10,1 Minuten 1,2
N

Sauerstoff B*(99,9) .

15 2,03 Minuten 1,8
o) EC (0,1)

Gallium B*(90) _

68 68 Minuten 1,8
Ga EC (10)

Rubidium B* (96) .

8 1,25 Minuten 3,3
Rb EC (4)

lod B* (25)

124 4,18 Tage 2,13
I EC (75)

Kupfer " (98

62 > b (98) 9,7 Minuten 2,9
Cu EC (2)

Kupfer (39
k b (39) 12,7 Stunden 0,65

®Cu EC (61)
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Tab. 2: Anwendungsgebiete einiger PET-Radiopharmaka (Brandau et al., 2001)

Radiopharmaka Hauptanwendung
1-["'C]-Acetat Myokardialer Sauerstoffverbrauch

Benzodiazepinrezeptoren:

Methyl-["'C]-Flumazenil
Dichte und Funktion

["*N]-Ammoniak Myokardperfusion
['°0]-Wasser Perfusion
['®F]-Fluorid Knochenstoffwechsel
[°F1-FDG Glukosetransport

(und —phosphorylierung)
['°F]-FMISO Sauerstoffmangel (Hypoxie)

[18F] 6-Fl DOPA Prasynaptischer Dopamin-Pool + Amino-
-6-Fluoro-

sauretransport
[®®*Ga]Ga-DOTATOC/DOTATATE Neuroendokrine Tumore (Onkologie)
['8F]-FET/["' C]-Methionin Hirntumore/ Glioblastom, Neuroblastom

1.3 Die Bedeutung der SPECT-Diagnostik in der Medizin

In den letzten 20 Jahren hat sich die Single—-Photon—Emissions—Computertomographie
zu einer Routinediagnostik in der Nuklearmedizin entwickelt. Sie ermdglicht die Bildge-
bung im lebenden Organismus entsprechend der Verteilung des Radiopharmakons in
vivo. Je nach Wahl des Radiopharmakons kann eine Beurteilung der Funktion von be-
stimmten Organen durchgefuhrt werden.

Zu Beginn der Untersuchung wird dem Patienten ein Radiopharmakon appliziert, dass
ein Radionuklid beinhaltet, welches idealerweise Gammastrahlen zwischen 100 und 300

keV emittiert, die mittels einer Gammakamera detektiert werden. Dabei rotieren Detekto-
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ren um den Korper, die die zeitliche und raumliche Verteilung des Radiopharmakons re-
gistrieren. Mit diesen Informationen kdnnen Schnittbilder rechnerisch erstellt werden.
Man kann zwischen einer statischen und einer dynamischen SPECT-Untersuchung un-
terscheiden. Bei der statischen Untersuchung wird die Verteilung des Radiopharmakons
zu einem bestimmten Zeitpunkt aufgenommen. Bei der dynamischen Untersuchung
werden dagegen Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten, in Abstand von Stunden
oder Tagen durchgefiihrt, und somit die zeitliche Anderung der Verteilung des Radio-
pharmakons erfasst und beurteilt.

Die SPECT wird unter anderem zur Untersuchung des Herzens genutzt, und zwar zur
Beurteilung der Vitalitat des Myokards. Das dabei verwendete Radionuklid ist meist
9MTc, das nach seiner Entdeckung im Jahr 1962 zum wichtigsten SPECT-Nuklid der
Diagnostik geworden ist. ™ Tc wird aus **Mo/ ®™Tc Generatoren gewonnen und ist so-
mit jederzeit in den Kliniken oder Praxen verfugbar. Durch seine 140 keV Gammalinie ist
das “"Tc fast ideal fiir die in den Gammakameras verwendeten Natriumiodid-
Detektoren. Unter Verwendung entsprechender Radiopharmaka kénnen auf diese Wei-
se das Gehirn, die Lunge, die Leber, die Gallenblase, der Pankreas, das Knochengewe-
be, die Nieren, die Schilddrise und das Herz untersucht werden.

Die Skelettszintigraphie wird unter Verwendung von %MT¢ markierten Phosphonaten zur
Suche nach Regionen mit verandertem Knochenstoffwechsel genutzt.

Die Octreotid-SPECT wird im Rahmen der Somatostatinrezeptorszintigraphie bei
endokrinen Tumoren und die MIBG-SPECT u.a. bei andrenergen Tumoren, z.B. des
Nebennierenmarks (das sogenannte Phaochromozytom), genutzt.

Unter den radioaktiven Isotopen des lods wird vor allem '?°| zur Diagnostik verwendet.
Das '?®| wird als lodid zur Diagnostik der Schilddriise genutzt, es ist aber auch das ra-
dioaktive Nuklid im MIBG, welches zur Diagnostik von Tumoren eingesetzt wird. Das |
hat eine Halbwertszeit von 13,02 Stunden, was zeitaufwendige Synthesen aber auch
eine langere in vivo Messung oder langere Transporte zulasst. Durch eine y-Linie von
159keV ist es ebenfalls gut fur die SPECT geeignet.

Ein wesentlicher Vorteil der SPECT-Diagnostik ist, dass die Kosten der Radiopharmaka
niedriger und ihre Handhabung sowie die Herstellung der Radiopharmaka leichter sind.
Die Entwicklung von PET-Radiopharmaka fordert auch die Entwicklung von entspre-
chenden SPECT-Radiopharmaka und umgekehrt.
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In den angegebenen Tabellen sind einige Beispiele fur Isotope und Radiopharmaka in
der SPECT-Diagnostik angegeben:
Tab. 3: Einige Beispiele fiir Isotope in der SPECT - Diagnostik mit ihren

Halbwertszeiten, die sich fur zeitaufwendige Synthesen, langere in vivo Messun-
gen oder langere Transporte eignen.

Radioisotope Halbwertszeit
9MTe 6 Stunden
123) 13,02 Stunden

Seltener genutzt:

5,27 Stunden
133Xe

"I 2,81 Tage

Tab. 4: Einige Beispiele fur Radiopharmaka in der SPECT — Diagnostik (Horti und
Villemagne, 2006; Otte und Halsband, 2006)

Radiopharmaka Einsatzgebiet

®MTc-HMPAO

¥MTc-ECD Durchblutung des Hirns
'%*Xe-NaCl

®MT0, Schilddriise
%™Tc-Bisphosphonate Skelettszintigrafie
¥™Tc-Octreotide Tumore

*MTc-MIBI Herz (Myokardbildgebung)
'2%|-lomazenil Benzodiazepinrezeptoren
1231 1BZM Dopamin-D2-Rezeptoren

'23|_a-Methyl-Tyrosin Proteinmetabolismus
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1.4 Vor- und Nachteile von SPECT und PET

Der Unterschied zwischen SPECT und PET liegt im Kameraprinzip. Der Hauptvorteil der
SPECT gegenuber der PET sind die Kosten. Die SPECT-Kamera kostet nur etwa ein
Fiunftel des Preises einer PET-Kamera. Des Weiteren bendtigt man zur Herstellung der
PET-Tracer ein Zyklotron mit erfahrenem Personal in der Nahe, da die meisten PET-
Radionuklide eine kurze Halbwertszeit haben, wie z.B. "®F: 110 Minuten, "'C: 20 Minu-
ten. Im Gegensatz dazu ist die Herstellung von SPECT-Tracern weniger kostspielig, u.a.
wegen der Verfiigbarkeit von ®™Tc iiber Generatoren, aufRerdem muss die Herstellung
nicht vor Ort stattfinden, da die zur Diagnostik genutzten Radionuklide eine langere
Halbwertszeit besitzen, wie z.B. (**™Tc: 6 h, '?®: 13 h). Aus diesem Grunde sind die mit
diesen Nukliden markierten Pharmaka zuganglicher fir die Routinediagnostik.

Durch die SPECT kann z.B. noch Stunden nach der Injektion eines Tracers ein stati-
sches Bild des Hirns erzeugt werden. Dies hat einige Vorteile bei der Diagnostik von be-
stimmten Zustanden im Gehirn, z.B. in der Epilepsie-Diagnostik oder in der Schlaffor-
schung (Otte et al., 2002; Otte et al., 2003). Dartber hinaus ist die radioaktive Strah-
lungsdosis fur den Patienten bei den SPECT-Gammastrahler meist etwas niedriger im
Vergleich zur PET trotz langerer Halbwertszeiten wie z.B. **™Tc (6h), da sie sonst keine
Emission haben.

Ein Nachteil der SPECT-Diagnostik gegenuber der PET-Diagnostik sind zum einen die
unterlegene Bildgebungsqualitat aufgrund der niedrigeren Bildauflésung und Sensitivitat.
AulRerdem ist die Auswahl der Radionuklide, die in der SPECT genutzt werden kdnnen,
begrenzt und finden sich nicht natlrlicherweise in organischen Biomolekuilen. Tc ist als
Metall nur Uber Chelatoren an Biomoleklle zu markieren, wahrend lod markierte Mole-
kile haufig unter Instabilitat in vivo leiden. Hingegen lassen sich korpereigene Substan-
zen mit PET-Nukliden entweder identisch oder aber nur im geringen Malde verandert
markieren, wie z.B. Kohlenstoff sowie Fluor. PET-Isotope kdnnen daher fast jedes orga-
nische Molekul markieren (Otte und Halsband, 2006).
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1.5 nACh-Rezeptoren und ihre Bildgebung

Umfassende Diagnostik ist ohne den Gebrauch von bildgebenden Verfahren kaum mehr
denkbar. Die moderne Bildgebung erlaubt einen Einblick in den Korper ohne invasive
bzw. minimal invasive Methoden. Man kann z.B. chemische Stoffe bis ins Hirn verfolgen
und Informationen Uber sich dort abspielende biochemische Prozesse gewinnen.

Bei der Bildgebung von Strukturen bzw. Organen nutzt man gewdhnlich das Réntgenge-
rat, das CT oder das MRT. Durch die SPECT, die PET und teilweise auch das MRT
konnen biochemische Prozesse im Korper tomographisch dargestellt werden. In den
letzten 20 Jahren hat sich die SPECT- und die PET-Diagnostik sehr stark weiterentwi-
ckelt, besonders im Bereich der Forschung an zentralen und peripheren Nervenrezepto-
ren in vivo.

Die Moglichkeit der Bildgebung von zentralen nACh-Rezeptoren durch PET und SPECT
kann zur Uberwachung als auch bei der Behandlung einer Reihe von ZNS-
Erkrankungen dienen, wie z.B. Alzheimer oder Parkinson, bei denen es zum Untergang
von u.a. cholinergen und dopaniergen Neuronen im Hirn kommt (O Brien, 2007; Ogawa
et al., 2009).

Zentrale nACh-Rezeptoren sind pentamere Komplexe, die verschiedene Protein-
Untereinheiten umfassen. Sie sind eine Untergruppe der von Liganden gesteuerten lo-
nenkanale. Einige charakteristische Eigenschaften haben sie mit den Glycin abhangigen
lonenkanalen, den y-Aminobuttersaure-Rezeptoren, den Glutamat-gesteuerten lonen-
kanalen und den Serotonin-Rezeptoren gemeinsam. Bis zum heutigen Tag wurden q, (3,
Y, © und € Untereinheiten fur nACh-Rezeptoren gefunden und isoliert. Es handelt sich
dabei um Untereinheiten der neuromuskularen Verbindungen. Die Untereinheiten a2-a9
und B2-B4 sind hauptsachlich innerhalb des Nervensystems gefunden worden. Die
nNACh-Rezeptoren sind allosterische Oligomere und kommen in verschiedenen Konfor-
mationszustanden vor. Sie umfassen den Ruhezustand, den offenen Kanal und den
Refraktarzustand. Das pharmakologische Profil der nACh-Rezeptoren hangt vom Sub-
typ mit seinen Protein-Untereinheiten ab. Durch die experimentelle Bindung von radioak-
tiv markierten Liganden konnten eine Reihe von nACh-Rezeptor-Subtypen im ZNS iden-
tifiziert werden. Unter den nACh-Rezeptoren im menschlichen Hirn haben die Subtypen

a4B32 und a7 die hochste Konzentration. Diese zwei Subtypen unterscheiden sich in ih-



20

rer Affinitat fir verschiedene Liganden und haben spezifische regionale Verteilungen.
Sie sind beide an verschiedenen kognitiven Prozessen im Hirn beteiligt. Die zentralen
nACh-Rezeptoren sind u.a. beteiligt an Alzheimer- und Parkinsonerkrankungen, ADS
(Aufmerksamkeitsdefizitsyndrom), Hyperaktivitat, Tourettesyndrom, Schizophrenie, Dep-
ression und Tabakabhangigkeit (Wu et al. 2010).

Die Visualisierung von zentralen nACh-Rezeptoren mit den bildgebenden Verfahren
PET und SPECT waren zunachst begrenzt durch den Mangel an geeigneten radioaktiv
markierten Liganden. [''C]-(-)-Nikotin war der erste nACh-Rezeptor-Tracer, der fiir die in
vivo Bildgebung entwickelt wurde; aufgrund von Metabolismus besitzt er ein hohes
Ausmal an nichtspezifischen Bindungen in vivo, was den Gebrauch bei Untersuchun-
gen an lebenden Objekten begrenzt.

In den letzten Jahren wurde eine Anzahl von Liganden mit teilweise hohen Affinitaten fur
den a4B2 Subtyp der nACh-Rezeptoren gefunden. Diese beinhalten Nikotin-Analoga,
Epibatidine (ein Alkaloid vom Dendrobatid Giftfrosch und seine Analoga) sowie 3-
Pyridylether-Verbindungen.

Bis jetzt hat sich die Entwicklung von in vivo radioaktiv markierten Liganden auf die
nACh-Rezeptoren besonders auf den o432 Subtyp konzentriert. Von den neu entwickel-
ten nACh-Liganden mit Potential eignen sich vor allem®F, "®Br und "I markierten Ana-
loga des 3-Pyridylether A-85380 zur Markierung und Bildgebung.

Die optimale Auswahl der Liganden fir die in vivo Bildgebung ist einer der wichtigsten
und zugleich einer der kritischsten Schritte in der Entwicklung neuer Radiopharmaka.
Wichtige Kriterien bei der Rezeptorszintigraphie sind z.B. hohe Selektivitat und Stereo-
selektivitat bei der Bindung sowie die nano- oder subnanomolare Bindungsaffinitat zu
den Rezeptoren in vivo, da die neuronalen nACh-Rezeptoren im Gehirn eine relativ ge-

ringe Dichte haben.

Als Maziere et al. (1976) das [''C]-(-)-Nikotin 1976 hergestellt hatten, wurde es fiir Un-
tersuchungen von Nikotin in vivo und seiner Folgen im menschlichen Korper bei
Rauchern verwendet sowie zur Diagnostik von Diabetes insipidus genutzt. Es konnte
eine hohe Anreicherung von [''C]-(-)-Nikotin innerhalb von 5 Minuten in den Nieren von
Mausen beobachtet werden, gefolgt vom Hirn, der Leber und der Lunge. Man fand

aullerdem einen schnellen Abfall der Konzentration im Hirn (46 % in 10 Minuten) und
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eine rapide Oxidation von [''C]-(-)-Nikotin zu [''C]-Cotinine. Aufgrund dessen wurde
vorgeschlagen, [''C]-(-)-Nikotin als einen in vivo Tracer zu Studien von tabakinduzierten
Schaden der Blut-Hirn-Schranken Permeabilitat und zur Diagnostik von Papillennekro-
sen der Nieren aufgrund der hohen Anreicherung zu nutzen. 1982 gelang es Langstrom
et al. (1982) die Racematen [''C]-(+)-(R)-Nikotin und ["'C]-(-)-(S)-Nikotin herzustellen.
Der erste Anlauf, nikotinische Rezeptoren in vivo im Hirn darzustellen, wurde an Affen
unternommen. Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Enantiomeren in der
regionalen Verteilung der Radioaktivitat im Hirn; wahrend der Peak nach der Verabrei-
chung von [''C]-(+)-(R)-Nikotin im Hirn héher lag, war der Aktivititsabfall vom [''CJ-(+)-
(R)-Nikotin im Gegensatz zu dem [''C]-(-)-(S)-Nikotin schneller. In Untersuchungen an
Menschen zeigte das [''C]-(-)-Nikotin einen uptake Peak im Hirn nach 1-2 Minuten und
einen schnellen Abfall innerhalb von 25-30 Minuten. Die schnelle Aktivitatsauf- und ab-
nahme von ["'C]-(-)-Nikotin ins Hirn wird hauptsachlich iiber den Blut-Hirn-Fluss be-
stimmt. Die schnelle Metabolisierung zu "'CO,, fiihrte auRerdem zu einer Bildiiberlage-
rung mit [''C]-CO.und Nikotin. Deshalb ist das [''C]-(-)-Nikotin kein geeigneter Tracer
fur die Bildgebung von Nikotinrezeptoren im Hirn in vivo. Die Ergebnisse aus den Stu-
dien Uber Alzheimer Erkrankungen spiegeln wahrscheinlich den neuronalen Verlust und
den verminderten Blutfluss wider. Grinwald et al. (1996) betrachteten drei fundamentale
Aussagen Uber Nikotinrezeptorfunktionen: Erstens, [''C]-(-)-Nikotin besitzt Bindungsaffi-
nititen zu verschiedenen Rezeptoren. Zweitens, die friihe Verteilung vom [''C]-(-)-
Nikotin ist entsprechend an den lokalen Blutfluss gebunden. Drittens, die spate Vertei-
lung reprasentiert Metabolite, wie z.B. markierte Cotinine. Eine kontinuierliche Gabe
konnte eine alternative Methode sein, aber auch den Anteil an Metaboliten steigern.
Griinwald et al. (1996) fassten zusammen, dass das [''C]-(-)-Nikotin kein geeigneter
Tracer fur die Bildgebung in vivo ist.

Flesher et al. (1994) nutzten als eine der ersten Cytisin als Vorlage fur neue Tracer der
nACh-Rezeptoren. Dabei priften sie die Kinetik, Inhibition und das Sattigungsprofil in
CD-1 Mausen von [°H] Cytisin. Man fand heterogene Verteilungsmuster der Radioaktivi-
tat nach 30 Minuten, mit der hochsten Konzentration im Thalamus und einer langsamen
Clearance. Das Verhaltnis von spezifischen zu nicht spezifischen Bindungen stieg in-

nerhalb von 2 Stunden. Da N-methyl-cytisin eine hohere Affinitat fir nACh-Rezeptoren
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im Hirn als [°H] Cytisin aufwies, wurde N-[''C]methyl-cytisin von Valette et al. (1997)
hergestellt und untersucht.

N-["'C]methyl-cytisin zeigte eine langsame und niedrige Aufnahme in das Hirn von Af-
fen: Jedoch konnte nach der Injektion von N-["'C]methyl-cytisin kein signifikanter Aktivi-
tatsunterschied zum Plasma gefunden werden. Der maximale Peak der Konzentrations-
aufnahme im Hirn ist bei Affen niedriger als bei Mausen. Die regionale Verteilung von N-
["'C]methyl-cytisin im Hirn war homogen und zeigte keinen Unterschied in der Aktivitat in
den verschiedenen Regionen des Hirns. Somit war das N-[''"C]methyl-cytisin auch kein

geeigneter Ligand fur die Abbildung der nACh-Rezeptoren im Hirn durch PET.

Nach der Entdeckung des Epibatidins (einem Alkaloid, das aus der Haut eines ecuado-
rianischen Giftfrosches extrahiert wurde) haben etliche Forschergruppen neue Analoga
des Epibatidins als Tracer zur Bildgebung der nACh-Rezeptoren im Hirn untersucht.
[*H]Epibatidin selbst bindet mit einer extrem hohen Affinitit an a4p2 nACh-Rezeptoren.
In ex vivo Studien zeigte [°H]Epibatidin eine hohe Aktivitatsaufnahme im Hirn von Mau-
sen, mit einer regionalen Verteilung entsprechend der dortigen nACh-
Rezeptorenverteilung. Im Vergleich zu den nikotinmarkierten Tracern konnte gleichzeitig
eine langsamere Abnahme der Aktivitat im Hirn beobachtet werden. Man versprach sich
dabei viel von markierten "'C, "®F und '#| Epibatidinanaloga in der Bildgebung.

Die '®F markierten Epibatidinanaloga ['®F]FPH und ['®FJNFEP wurden von zwei For-
schungsgruppen Ding et al. (1999); Liang et al. (1997) zur gleichen Zeit entwickelt. Bei-
de Gruppen beobachteten eine hohe Aufnahme und eine langsame Abnahme der Tra-
cer im Thalamus in ihren PET-Studien von Pavianen. Aber sie ermittelten unterschiedli-
che Werte in Bezug auf die Halbwertszeit der Clearance, wobei als Grund insbesondere
der Einfluss von Pra- oder Komedikation in Betracht gezogen werden muss. Obwohl das
[18F]FPH und das [18F]NFEP vielversprechende Tracer fur die zentralen nACh-
Rezeptoren sind, gibt die extrem hohe Toxizitdt von Epibatidinen Anlass, noch weitere
Untersuchungen bezlglich der toxischen Effekte der Fluorverbindungen durchzufihren
(Molina et al., 1997). Die Abbott Laboratorien entwickelten eine Serie von 3-Pyridyl-
ethern, die ebenfalls eine hohe Affinitat zu nACh-Rezeptoren im Hirn aufwiesen. Da die-
se Verbindungen weniger Nebenwirkungen und toxische Effekte zeigen als Epibatidine,

wirken sie vielversprechend in der Entwicklung von Therapeutika zur Behandlung von
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Alzheimer und Schmerzen. Der erste Tracer, der zur in vivo Studie der zentralen nACh-
Rezeptoren entwickelt wurde, hatte 3-Pyridyl-ether als Vorlage und wurde von Kaasiou
et al. (1997) synthetisiert: das A-84543. Er zeigte bei der Untersuchung an Mausen eine
niedrigere spezifische Bindung im Vergleich zu den Epibatidinen, aber im Gegensatz
dazu auch eine wesentlich niedrigere Toxizitat. Diese Entdeckung forderte die Entwick-
lung weiterer PET- und SPECT-Tracer aus dieser Serie zur Untersuchung von zentralen
nACh-Rezeptoren.

Bei der weiteren Entwicklung von 3-Pyridyl-ether Verbindungen hat man sich besonders
auf Halogene als Substituenten am Pyridylrest konzentriert. Fir diesen Zweck wurde ein
3-Pyridyl-ether mit einer Azetidin-struktur, das A-85380, genutzt. Das A-85380 weist im
Hirn von Ratten eine sehr hohe Affinitat zu a432 nACh-Rezeptoren auf. Die PET- und
ein SPECT-Tracer, die auf dem A-85380 basieren sind das 2- und 6-Fluoro-A85380
sowie das 5-Bromo- und 5-lodo-A-85380. Sie wurden mit den entsprechenden Nukliden
'8 7%Br und '?*| synthetisiert. Das 2-['®F]-, das 6-["®F]-, das 5-["°Br]- und das ['*I]-A-
85380 zeigten eine starke Aufnahme ins Hirn mit hoher Konzentration an den a4p2
nACh-Rezeptoren auf.

Dolle et al. (1999) fanden in ex vivo Untersuchungen an Ratten heraus, dass die Kinetik
des 2-['°F]-A-85380 im Thalamus und Cerebellum durch Isofluran verandert wird. Die
Aufnahme wurde bis zu 50 % herabgesetzt, und die Zeit-Aktivitatskurve erschien fla-
cher. Die Clearance im Thalamus und im Cerebellum war schneller bei Gebrauch von
Isofluran als Anasthetikum als ohne. Das 2—[18F]—A—85380 erfullt die Hauptkriterien als
radioaktiv markierter Ligand fur die Bildgebung in vivo (Chefer et al., 1999). Es hat eine
hohe Affinitat zu den a4B2 nACh-Rezeptoren, Uberwindet die Blut-Hirn-Schranke, kon-
zentriert sich in den Regionen im Hirn mit der hochsten Dichte an a4B2 nACh-
Rezeptoren und interagiert mit diesen fur mehr als 4 Stunden und zeigt ein reversibles
Bindungsverhaltnis. Die in vitro Verteilung der Radioaktivitat in den Blutkompartimenten
zeigte, dass 80 % der totalen Radioaktivitat im Plasma nicht an das Plasmaprotein ge-
bunden ist und somit frei zur Verfigung steht, um ins Hirn zu gelangen. Das 2-['®F]-A-
85380 loste bei Mausen keine schwerwiegenden Nebenwirkungen aus, wie Krampfe
oder Tod. Dennoch zeigte sich in der Untersuchung von Pavianen ein langsamer meta-
bolischer Prozess beim zusatzlichen Gebrauch von Isofluran als Anasthetikum, bei dem

etwa 60 % noch nach 40-80 Minuten p.i. unverandert im Plasma vorlagen. In der Serie
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der 3-Pyridyl-ether wurde ebenfalls das 6-['®F]-A-85380 fiir die in vivo Bildgebung der
zentralen nACh-Rezeptoren hergestellt (Koren et al., 2000; Horti et al., 2000). 6-['®F]-A-
85380 bindet nach verschiedenen Verdrangungsstudien spezifisch und reversibel an
zentrale nACh-Rezeptoren in vivo. Wie das 2-['®F]- A-85380 besitzt auch das 6-['®F]-A-
85380 eine geringere Toxizitat als das FPH, das Fluoroanalogon der Epibatidine.
5-['*I]lodo-A-85380 ist der erste und derzeit auch der einzige SPECT-Tracer in der 3-
Pyridyl-ether Serie (Gundisch, 2000). Es weist die vergleichsweise niedrigste Toxizitat in
dieser Serie auf. Das 5-lodo-A-85380 wurde auch fur in vitro und in vivo Untersuchun-
gen entwickelt, und zwar fur audiographische Bindungsuntersuchungen. In ex vivo Un-
tersuchungen zeigte sich, dass das 5-lodo-A-85380 eine hohe Affinitat zu den zentralen
Rezeptoren besitzt und sich besonders in den Regionen mit einer hohen Dichte an a432
nACh-Rezeptoren konzentriert. Die héchste Konzentration war im Thalamus aufzufin-
den, eine moderate Konzentration im Cortex und die niedrigste Konzentration im Cere-
bellum. Nebenbei zeigt sich beim 5-lodo-A-85380 eine hohe Subtypen-Selektivitat mit
einer hoheren Affinitat (K;) zu a4B2 nACh-Rezeptoren als zu den a3B4, den a7 oder den
a1p1dy Subtypen im Vergleich zu den auf dem Epibatidin basierenden Tracern. Aber
auch das 2-['®F]- A-85380 zeigt eine hohere Affinitat (K;) zu den a4p2 nACh-Rezeptoren
als die auf Epibatidin basierenden Tracer. Bei Verdrangungsstudien mit Cytisin an Affen
deutet sich an, dass 5-lodo-A-85380 auch reversibel bindet (Kimes et al., 2003).

Wiiliner et al. (2008) konnten mittels 2-['®F]- A-85380 in vivo zeigen, dass die Dichte der
a4pB2 nACh-Rezeptoren im Hirn von Rauchern erhoht sind. Vor allem im Cerebellum und
Hirnstamm.

5-lodo-A-85380 und 2-["®F]- A-85380 wurden bereits in PET und SPECT Studien bei Pa-
tienten eingesetzt. Da gegenwartig noch zahlreiche Untersuchungen mit verschiedenen
potentiellen Tracern durchgefuhrt werden, ist in nachster Zeit mit der Veroffentlichung

weiterer Ergebnisse zu rechnen (Kuruvilla et al., 2014; Pérez et al., 2012).
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1.6 Toxikologie von Nikotin

Abb. 1: Struktur des Nikotins

Nikotin ist ein Alkaloid mit der Summenformel CioH14N2; es hat bei Zimmertemperatur
eine flussig-0lige Konsistenz und verfarbt sich unter Lufteinfluss braunlich. Der Geruch
erinnert an Tabak. Zudem ist es ein starkes Gift. Fr einen nicht an Nikotin gewohnten
Menschen kann die einmalige Gabe von 60 mg todlich wirken. Toxische Dosen fuhren
zu zentraler Erregung und zur Atemlahmung sowie zum Kreislaufkollaps.

Nikotin entfaltet seine Wirkung im ZNS und an den nikotinergen Cholinrezeptoren
(Ganglien, Nebennierenmark, Muskelendplatte), woher diese auch ihren Namen haben.
Wahrend geringe Dosen anregend sind, wirken hohe Dosen paralytisch. Nach Nikotin-
aufnahme kommt es zu einer vorwiegend parasympathischen Stimulation des Ver-
dauungstrakts (Sekretion, Peristaltik) und zu einer vorwiegend sympathischen Stimulati-
on des Herzkreislaufsystems (Blutdruckanstieg). Bei regelmafiigen Rauchern entwickelt
sich eine Toleranz und Abhangigkeit, wobei das Abhangigkeitspotential mit dem von

Opiaten vergleichbar ist (Wikimedia Foundation Inc., 2007).
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1.7 Toxikologie von Cytisin

Abb. 2: Struktur des Cytisins

Cytisin gehort ebenfalls zur Gruppe der Alkaloide. Es ist ein Pflanzenbestandteil des
Goldregens und in allen Pflanzen der Gruppe Laburnum anagyroides enthalten. Cytisin
aus gekauten Pflanzenteilen kann zu schweren Vergiftungen fuhren, vor allem bei Kin-
dern. Die ersten Symptome setzen bereits 74 bis 1h nach der oralen Aufnahme Cytisin
haltiger Pflanzenteile ein: Brennen im Mund, Speichelfluss, Ubelkeit, Erbrechen, Durst,
Schweillausbriche, Schwindel, Mydriasis. Zusatzlich sind Herzfrequenz und Blutdruck
erhoht. Folge hoherer Intoxikationen sind zudem tonisch-klonische Krampfe und Hallu-
zinationen bis hin zum Kollaps. Muskellahmung kann schlielBlich zum Tod durch Atem-
lahmung fuhren.

Cytisin ist ein Ganglienblocker mit sehr ahnlichem Wirkungsprofil wie Nikotin. Angriffs-
punkt von Cytisin ist der nikotinerge Acetylcholinrezeptor. Im Zentralnervensystem fuhrt
dessen Blockade durch Cytisin erst zur Erregung, dann zur Lahmung (Urhahn, 1999).
Halogenierte Cytisinanaloga an den Positionen 3,5 oder 3 und 5 am 2-Pyridon-Gerust
zeigen eine besonders hohe Affinitat zu (a4), (82)s nACh-Rezeptoren und zum a7 nACh-
Rezeptor. Die 3-Halocytisine weisen eine subnanomolare Affinitat zu (a4), (82)s nACh-
Rezeptoren auf, die hoher ist als diejenige, die fur (-)-Cytisine und auch fur 5-
Halocytisine sowie 3,5-Dihalocytisine gefunden wurde (Imming et al., 2001). Es besteht
die Hoffnung, dass Liganden, die eine hohe agonistische Affinitat zu nACh-Rezeptoren
haben, mdglicherweise als Therapeutikum genutzt werden kdnnen, und zwar in der Be-

handlung von psychischen Erkrankungen, die mit der Abnahme von cholinergen Funk-
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tionen zu tun haben: wie z.B. bei Demenz vom Alzheimer Typ, Parkinson, Tourette Syn-

drom, Depressionen, Colitis ulcerosa uvm.

Tab. 5: Affinitaten der Cytisinderivate zu nACh-Rezeptor Subtypen (Imming et al.,
2001). Dabei weisen die 3-Halocytisine eine hohere subnanomolare Affinitat zu
a4pB2 nACh-Rezeptoren auf als 5-Halocytisine und 3,5-Dihalocytisine.

Cytisinderivat

3-lodcytisin
5-lodcytisin
3,5-Diiodcytisin
3-Bromcytisin
5-Bromcytisin

3,5-Dibromcytisin

Affinitat zu a4p2
ki (nM)

0,017+ 0,002
0,230+ 0,02
0,520+ 0,015
0,010+ 0,001
0,308+ 0,014

10,8+ 0,4

Affinitat zu a7
ki (nM)
1,5+ 0,1
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2. Problemstellung

Radioaktiv markierte nikotinerge Acetylcholinrezeptorliganden sind geeignet, diese Re-
zeptoren und deren Veranderungen bei neurodegenerativen Erkrankungen mittels PET
oder SPECT darzustellen. 2-['®F]F-A-85380 ist ein bekannter Tracer, welcher eine hohe
Affinitat zu den a4p2 nACh-Rezeptoren im Hirn aufweist (Ding et al., 1996; Horti et al.,
1998). Hierbei besteht das Problem bezlglich der Herstellungsverfahren und deren Kos-
ten. Zur Durchfilhrung der Diagnostik mit 2-['®F]F-A-85380 benétigt man fiir die Synthe-
se ein Zyklotron vor Ort, da die Halbwertszeit von '8F mit 110 Minuten relativ kurz ist.
Nicht an jeder Klinik ist ein flr die Darstellung notwendiges PET-Gerat vorhanden und
die zusatzlich langsame in vivo Kinetik verhindert eine Routine-Anwendung.

Als Alternative soll in dieser Arbeit die Eignung des Tracers 3-lodcytisin untersucht wer-
den, welcher in vitro ebenfalls eine hohe Affinitat zu den a432 nACh-Rezeptoren auf-
weist (Imming et al., 2001). Ein Vorteil von ['*I]-3-lodcytisin besteht in der lingeren
Halbwertszeit von ca. 13 Stunden. Dementsprechend miisste ['#1]-3-lodcytisin nicht vor
Ort hergestellt werden. Zur bildgebenden Diagnostik nach der in vivo Markierung der ni-
kotinischen Acetylcholinrezeptoren wurde sich hierfur die SPECT eignen, die an vielen

Krankenhausern zur Verflgung steht.

Zielsetzung dieser Doktorarbeit sind ex vivo und in vitro Untersuchungen mit ['#1]-3-
lodcytisin fiir den Einsatz in der SPECT als eine potenzielle Alternative zu 2-['®F]F-A-

85380 in der PET. Dabei sind folgende Aspekte von besonderem Interesse:
e Besseres Verstiandnis des Verhaltens im Korper von ['%I]-3-lodcytisin im Ver-
gleich zu 2-[18F]F-A-85380, wie die Affinitat zu den a4p2 nACh-Rezeptoren und

in vivo Kinetiken

e Verteilung von ['#1]-3-lodcytisin und 2-['®F]F-A-85380 im Koérper und Hirn sowie

die Frage nach der Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke

e Untersuchung potentieller Nebeneffekte, d.h. die Bildung von Metaboliten
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e Die Verdrangung mit Nikotin an den a4p2 nACh-Rezeptoren

Far die Untersuchung dieser Aspekte wird folgendes Vorgehen gewanhlt:

Anstelle des '?®| wird das 'l als Radionuklid verwendet, da abgesehen von dem ver-
nachlassigbaren Isotopieeffekt das chemisch pharmakologische Verhalten identisch ist
und die langere Halbwertzeit flr Laboruntersuchungen geeigneter ist.

Fir die Herstellung von [**'[]-3-lodcytisin werden zwei Verfahren der Radioiodierung an-
gewandt:

Radioiodierung mit lodogen in TFA und Radioiodierung mit Salpetersaure als Oxidati-
onsmittel. Diese werden im Hinblick auf Ausbeute an ["*'1]-3-lodcytisin und Entstehung
von Nebenprodukten miteinander verglichen.

Nach Herstellung der Tracer wird zunachst durch eine Autoradiographie in vitro Uber-

prift, wie das [

[]-3-lodcytisin in den verschiedenen Hirnregionen bindet. In einem
zweiten Schritt werden die Tracer in vivo an den Versuchstieren weiter untersucht. Die-

ser Schritt gliedert sich in zwei Teile:

e Die Lokalisierung der zu untersuchenden Tracer im Koper, um Erkenntnisse uber
die Biodistribution, die Rezeptordichte, Verdrangung bzw. Reversibilitat und Me-

tabolisierung der Tracer zu den a4p2 nACh-Rezeptoren zu erhalten.

e Die Lokalisierung der zu untersuchenden Tracer im Hirn, um Erkenntnisse Uber
die Spezifitdt sowie die Stabilitat der Traceranlagerung an die 0432 nACh-

Rezeptoren zu erhalten.
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3. Experimenteller Teil

Die hier beschriebenen Experimente wurden in dem Zeitraum von Juli 2005 bis Novem-
ber 2006 unter den Bedingungen, die fur den Strahlenschutz und den tierexperimentel-
len Vorschriften gelten, durchgefuhrt (Aktenzeichen: 50.203.2-BN, 26/03). Dabei wurden

die Laborrdume des Instituts fur Nuklearmedizin der Universitat Bonn genutzt.

3.1 Verwendete Chemikalien

Die in Tab. 6 aufgefuhrten Chemikalien wurden hauptsachlich fur die HPLC, zur Ra-
dioiodierung, zur Radiofluorierung und zur Pufferherstellung verwendet.

Zur vollstandigen Ubersicht werden die Chemikalien, deren Hersteller sowie teilweise
die Qualitat und ihre unterschiedlichen Anwendungen in den durchgefuhrten Untersu-

chungen zusammengestellt.

Tab. 6: Verwendete Chemikalien in den durchgefiuihrten Untersuchungen
Chemikalie Qualitat/Anwendung
Acetonitril e 999 %

e Laufmittel der HPLC

e Radiofluorierung

Alkalische Bisulfitiésung e Synthese und Qualitatskontrolle
Calciumchlorid (CaCly) o Pufferherstellung
Cytisin (Aldrich) e Synthese
e >999 %
Dimethylsulfoxid (DMSO) e Radiofluorierung
Ethanol ¢ Radiofluorierung

18F (WCG Bonn) e Synthese
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F-A-85380 (ABX Radeberg)
Hepes
¥1| (Amersham)

[-Cytisin (Pharmazeutische Chemie, Uni-

Bonn)

lodogen

Isofluran

Kaliumcarbonat
Kaliumchlorid (KCI)
Kryptofix

LiChrosolv Wasser
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methylenchlorid (CH2ClI)
Nikotin

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat

Precursor (2-Nitro-3-(1-tert-butoxycarbonyl-
2(S)-acetidinylmethoxy)-pyridin)

PBS-Puffer pH 7,4 ( Natriumdihydrogen-
phosphat/Natriumhydrogenphosphat)

Pufferlosung pH 1 (Glycin-Salzsaure)

Synthese
Pufferherstellung
Synthese

Synthese

Radioiodierung
Narkose der Mause
Radiofluorierung
Pufferherstellung
Radiofluorierung
Chromatographie
Pufferherstellung
Radiofluorierung
Injektion der Mause
Pufferherstellung
SPE-Aufreinigung

Radiofluorierung

SPE-Aufreinigung

+/-0,02 ( 20°C)
Synthese



Salzsaure

Salpetersaure

SepPak QMA
SepPak QMA-light
SepPak CM-light

SepPak C18

32

1N
SPE-Aufreinigung

64-66 %

Radioiodierung

SPE-Aufreinigung
SPE-Aufreinigung
SPE-Aufreinigung

Radiofluorierung

Trifluoressigsaure e 998 %
¢ Radiofluorierung
und Radioiodierung

3.2 Analytische Verfahren und Gerite

Die Aktivitaten der synthetisierten Verbindungen sowie der Organe wurden mittels
Gammacounters bzw. Curiemeters gemessen und mittels HPLC charakterisiert. Zur Auf-
trennung des Plasmas und der Ubrigen Blutbestandteile wurde vor den Messungen eine

Zentrifuge genutzt.

Dazu wurden folgende Gerate benutzt:

¢ Analytische High-Performance-Liquid-Chromatography (HPLC):
— Kontron Instruments Pump System 322
— Agilent 1100 Serie Variabler Wellenlangendetektor
— Radioaktiviatsdetektor von raytest Modell GABI STAR
— RP18-Saule (LiChrospher 100)
— Software GINA STAR

¢ Gammacounter:
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— Wallace Wizard 1480-011
e Zentrifuge:
— Heraeus Instruments sepatech
— Megafuge 1.0R
e Curiemeter:
— Biodex Medical System
— ATOMLAB 100plus Dose
e Analytische Feinwaage:
— Sartorius 1207 MP
o Radioaktivitats-Imagingplatte fur Phosphorimager
— Fuji BAS 1800

3.3 Radioiodierung

Fir die Herstellung von [*'[]-3-lodcytisin wurden zwei Verfahren der Radioiodierung an-
gewandt und in Hinblick auf Ausbeute an ["'I]-3-lodcytisin und Entstehung von

Nebenprodukten miteinander verglichen.

3.3.1 Radioiodierung mit lodogen in TFA zur Herstellung von [131I]-3-Iodcytisin

Es wurden 8,5 ymol (1,6 mg) (-)-Cytisin in 350 pl Trifluoressigsaure in einem Wheaton-
Vial geldst. Dann wurde 100 pl (1-3 MBq) n.c.a [**'1]-lodid in wassriger Lésung hinzuge-
fugt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ymol (430 pg) lodogen in 50 ul TFA bei
105°C gestartet. Nach 30 Minuten wurden 100 yl enthommen und das Losungsmittel mit
Helium vertrieben. Der Ruckstand wurde in 100 ul Wasser gelést und mit 100 ul 0,066 M
alkalischer Bisulfitldsung versetzt. Daraus wurde ein Aliquot von 20 ul entnommen und
mittels HPLC analysiert (vgl. Abb. 6).

3.3.2 Radioiodierung mit Salpetersiure zur Herstellung von 3-["*'1]-Cytisin

Zur Radioiodierung mit Salpetersaure wurden 8,5 ymol (1,6 mg) (-)-Cytisin mit 200 ul pH

1 Pufferlésung in einem Wheaton-Vial versetzt. Nach Zugabe von 30 - 50 MBq n.c.a.
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[*"I]-lodid in 100 pl wéssriger Lésung wurden weiterhin 200 pl 2N HNOs hinzugefiigt.
Der Kolben wurde dicht verschlossen in einen Heizblock gestellt und sein Inhalt bei
105°C fur 45 Minuten geruihrt. Nach dem Abkuhlen wurden 150 ul Aliquot entnommen,
mit 50 pl Bisulfitidsung versetzt und durch HPLC analysiert (vgl. Abb. 7).

3.4 Radiofluorierung mit ['®F] Fluor zur Herstellung von 2-['®F]F-A-85380

Es wurden 530 MBq wassrige n.c.a. [®F]-Fluoridiésung auf die QMA-light-Kartusche
(Anionentauscher) fixiert, die zuvor mit 10 ml 1 M Natriumhydrogencarbonat, 10 ml H.O
und 20 ml Luft konditioniert wurde. Die QMA-light-Kartusche wurde mit einer Losung aus
100 ul 0,266 M Kaliumcarbonatlésung, 900 pl Acetonitril und 23 - 26 mg Kryptofix in ei-
nem Wheaton-Vial eluiert. Die erhaltene ['®F]-Fluorididsung wurde im Heliumstrom bei
ca. 90°C unter sukzessiver Zugabe von 2 ml Acetonitril getrocknet. AnschlieRend wur-
den 2 mg 2-Nitro—3-(1-tert-butoxycarbonyl-2(S)-azetidinylmethoxy)-pyridin (Precursor)
in 500 yl DMSO (Dimethylsulfoxid) gelost, dem Ruckstand hinzugefigt und bei 155°C
fur 20 Minuten gerthrt. Nach dem Abklhlen wurden 5 ml H,O zugegeben und die Reak-
tionslosung Uber eine mit 10 ml Ethanol und 10 ml H,O konditionierte C18 Sep-Pak-
Kartusche eluiert. Die Aktivitat auf der C18 Sep-Pak-Kartusche wurde im Curiemeter
gemessen und dann mit 1 ml Methylenchlorid (CH,Cl,) herunter gewaschen (50 % der
Anfangsaktivitat, nicht zerfallskorrigiert). Zu dem Methylenchlorid (CH>Cl,) wurden 0,2
ml Trifluoressigsaure hinzugefugt und auf einem Heizblock bei 90°C im Helium-Strom
fur 10 Minuten gerthrt, um die Schutzgruppe abzuspalten. Nach verdampfen der Lo-
sungsmittel wurde das Produkt mittels HPLC (Acetonitril/TEAP pH 2,5: 0/100) far die in

vitro/ex vivo Versuche gereinigt (Schmaljohann et al., 2004).

3.5 AQualitatskontrolle mittels Radio-HPLC

Die Reaktionsgemische wurden mit Hilfe der HPLC analysiert. Der Vergleich der Reten-
tionszeiten der radioaktiven Peaks mit den UV-Retentionszeiten der inaktiven Standards

erlaubte die Zuordnung der n.c.a. Verbindungen.
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Aus dem Aliquot der oben beschriebenen synthetisierten ['*'l]-3-lodcytisin wurden je-
weils etwa 5 yl entnommen, mit 5 pl 0,66 M alkalischer Bisulfitidsung sowie mit 10 pl
PBS pH 7,4 versetzt und Uber die HPLC aufgetrennt.

Die HPLC-Analyse wurde mit einem Gradienten von 0:100 — 40:60 (MeCN/TFA 0,1 %)
in 30 Minuten durchgefiihrt (Flow 1 ml/min). Das Produkt ['*'I]-3-lodcytisin besitzt eine
Retentionszeit von 15 Minuten. Fir die Reinigung des Produktes fur die nachfolgende
Autoradiographie bzw. fur die Behandlung der Mause erfolgte die analoge Auftrennung

mit ca. 1/3 des Ansatzes.

3.6 SPE-Aufreinigung des ['*'I]-3-lodcytisins

Zur Aufreinigung der HPLC-Fraktion des ["'1]-3-lodcytisins (s. 3.5.) wurden eine CM-
light- und eine QMA-Kartusche konditioniert. Hierzu wurden erst 10 ml H,O zum An-
feuchten gegeben. Danach wurde die CM-light-Kartusche mit 20 ml Salzsaure (HCI 0,1
M) und die QMA-Kartusche mit 20 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung
(NaHCO3) konditioniert. Beide Kartuschen wurden jeweils mit 40 ml Wasser (H,0) ge-
spult. Die aufgesammelte HPLC-Fraktion wurde Uber die konditionierten Kartuschen in

folgender Reihenfolge gegeben:

1. QMA,
2. CM-light.

Nebenprodukte und Reagenzien wurden entweder von der QMA zurlckgehalten oder
iberhaupt nicht retardiert, wahrend das Produkt ["*'1]-3-lodcytisin auf der CM-light-
Kartusche getrappt wurde. Die CM-light-Kartusche wurde mit PBS-Puffer eluiert und das
Eluat in Fraktionen zu je 2-3 Tropfen aufgefangen.

Die Fraktion mit der hochsten Aktivitat wurde per HPLC auf Reinheit untersucht und da-

nach flur die Autoradiographie bzw. zur Injektion der Mause verwendet.
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3.7 Autoradiographie

Bei der Autoradiographie wurden Hirnschnitte von CD1 Ratten und Wildtypmausen un-
tersucht und die Intensitit der ["*'l]-3-lodcytisin-Anreicherung im Thalamus, Striatum
und Cortex gemessen. Zur Versuchsdurchfihrung wurde ein Puffer hergestellt, indem

folgende Substanzen in LiChrosolv-Wasser geldst wurden:

e 15 mM Hepes

e 120 mM Natriumchlorid

e 5,4 mM Kaliumchlorid

¢ 0,8 mM Magnesiumchlorid

e 1,8 mM Calciumchlorid

Die Hirnschnitte von CD1 Ratten und Wildtypmausen wurden in dem hergestellten Puf-
fer gewassert. Nach 5 Minuten wurden die Schnitte entnommen und in eine Inkubati-
onskammer mit einer Lésung aus dem hergestellten Puffer und ca. 400 kBq ["*'1]-3-
lodcytisin inkubiert. Die Inkubationszeit betrug 70 Minuten. Danach wurden die Schnitte
fur zweimal 2 Minuten mit Puffer und einmal fir 2 Minuten mit 4°C kaltem Wasser gewa-
schen. Anschliel3end wurden sie getrocknet und zur Belichtung auf eine Phosphor Ima-
gingplatte (Fuji BAS 1800) gelegt. Die Auswertung der Aktivitatsverteilung erfolgte mit
der AIDA-Software (raytest GmbH) (vgl. Abb. 8 und Abb. 9).

3.8 Intravenose Applikation und Praparation der Mause

Fur die Versuche wurden weibliche 30g schwere CD-1-Mause ausgesucht. 50 pl der
Produktlésung wurden in einer Spritze aufgezogen. Davon wurden 25 pl als Aliquot zur
Referenzbestimmung im Gammacounter gemessen und die anderen 25 ul mit einer Ak-
tivitat von ca. 50 kBq wurden uber die Schwanzvene der Maus appliziert. Diese wurde
dafur in einen Mausinjektor fixiert und die Schwanzvene mit einer Warmelampe er-

warmt.
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Entsprechend dem unten genannten zeitlichen Ablauf wurden die Tiere nach Isofluran-
narkose durch Genickbruch getétet. Im Anschluss daran wurden alle fur die Untersu-
chung relevanten Organe sowie Hirn und Hirnregionen entnommen. Die Masse der ein-
zelnen Praparate wurde bestimmt und deren Radioaktivitat im Gammacounter gemes-
sen. Die prozentuale injizierte Dosis wurde als Quotient der Dosis des zu untersuchen-
den Organs in Counts per minute (cpm) durch die Differenz der injizierten Dosis in cpm
und der verbliebenen cpm im Schwanz der Maus ermittelt. Die Ergebnisse wurden als

Verhaltnis der injizierten Dosis pro Gramm des Organs angegeben (% ID/g).
Es handelt sich dabei um folgende entnommenen Organe:
e Herz, Lunge, Leber, Magen, Darm, Nieren, Milz, Knochen, Schwanz, Blut sowie das

Hirn als ganzes und seine Teilstrukturen:

Thalamus,

Hirnstamm,

Cerebellum,
— Cortex.

3.9 Injektion von 2-['®F]F-A-85380

Bei dieser Untersuchung sollte die Wirkung des 2-["®F]F-A-85380 sowohl ohne als auch

mit Nikotinsubstitution auf die a432 nACh-Rezeptoren beobachtet werden.

3.9.1 Injektion von 2-['®F]F-A-85380 ohne Nikotin

Wie oben beschrieben wurde den Mausen 2-['®F]F-A-85380 intravends in die Schwanz-
vene injiziert. Die Mause wurden zu den Zeitpunkten 60 und 180 Minuten getdtet und
die oben aufgelisteten Organe entnommen. Die Organe wurden gewogen und ihre Akti-

vitat wurde im Gammacounter gemessen (vgl. Abb. 10 und Abb. 20).
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3.9.2 Injektion von 2-['®F]F-A-85380 mit Nikotin

Zur Hemmung der nACh- Rezeptoren in vivo wurde den Mausen 5 Minuten vor der In-
jektion von 2-['®F]F-A85380 100 pl Nikotin (5 mg Nikotin auf 1 ml H,0) subkutan in den
Nacken injiziert. Die Tiere wurden nach 60 Minuten getdtet und die Organe wie oben
beschrieben gemessen (vgl. Abb. 13 und Abb. 19).

3.10 Injektion von ["*'I]-3-lodcytisin

Vergleichbar mit dem Versuch zuvor wird hier zwischen der Injektion von [131I]-3-

lodcytisin sowohl mit als auch ohne Nikotinsubstitution unterschieden.

3.10.1 Injektion von [**']-3-lodcytisin ohne Nikotin

Dabei wurde den Mausen ['*'I]-3-lodcytisin wie oben beschrieben in die Schwanzvene
injiziert, und die Tiere wurden zu den Zeitpunkten 15, 60, 120, 180 und 240 Minuten ge-
totet. Die Organe wurden entnommen, gewogen und ihre Aktivitat im Gammacounter
gemessen (vgl. Abb. 14 und Abb. 22).

3.10.2 Injektion von [**']-3-lodcytisin mit Nikotin

5 Minuten vor der Injektion von ["*'1]-3-lodcytisin wurde den Mausen 100 pl Nikotin (5
mg Nikotin auf 1 ml H,O) subkutan in den Nacken injiziert. Die Tiere wurden nach 120

Minuten getdtet und die Organe, wie in 3.8 beschrieben, gemessen (vgl. Abb. 17).



39

Tab. 7: Aufschliusselung der Anzahl von Versuchstieren

c c
[}] Q
(. S
2 2
= c - -
© = = =
Zeitpunkt der o Z o X £ £
b xR 2 2 0
[ c [ c v c ¥
Untersuchung 6 8 = o B = S o = s 2
S ¥ o > % E > 3 ©° > 3 £
c € ¢ c < ¢ c o =X c O ©°
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T Lo T Lo ER 0 £ =
o 2, o 2 o = £ o = =
£ & £ 3 e E£3.86 EFELE
15 Minuten - - 5 -
60 Minuten 5 2 9 -
120 Minuten - - 7 4
180 Minuten 3 - 7 -
240 Minuten - - 2 -

Zu den Tierzahlen siehe Tab. 7: Die Anzahl der Tiere wurde aus Tierschutzgrinden so
gering wie moglich gehalten. Aus diesem Grund wurden nur wenige Tiere fur die Versu-
che mit 2-["®F]F-A85380 eingesetzt, da hier schon Daten aus der Literatur vorliegen und
man flr diese Arbeit nur einen Vergleichsstandard haben wollte.

Es wurden nur wenige Zeitpunkte fur diejenigen Tiere ausgewahlt, die zuvor Nikotin inji-
ziert bekommen hatten, da hier keine Kinetik zu erwarten war. Es sollte jedoch der Anteil
der spezifischen Bindungen nachgewiesen werden.

Ausserdem konnten aus unterschiedlichen Grinden (wie Messfehler, vor Injektion ver-
storbene Tiere) nicht alle Tiere ausgewertet werden, was dazu flhrte dass die Anzahl

der erfaldten Tiere zu den verschiedenen Zeitpunkten variiert.

3.11 Metabolitenbestimmung

Nach 120 Minuten wurde den Méausen, denen zuvor [*'[]-3-lodcytisin injiziert wurde,

Blut enthommen und far 10 Minuten zentrifugiert. Dabei wurde das Plasma von den
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Feststoffen getrennt. 200 pl Plasma wurden auf die HPLC-Saule aufgetragen und chro-
matographisch aufgetrennt. Das HPLC-Chromatogramm wurde mit einem Gradienten
von 0:100 — 40:60 (MeCN/TFA 0,1 %) 30 Minuten aufgenommen (vgl. Abb. 26 und
Tab. 11). Als Vergleichschromatogramm wurden 50 pl des Blutplasmas mit ["*'1]-3-
lodcytisin gemischt und per HPLC-Saule mit dem o.g. Gradienten untersucht (vgl. Abb.
27).
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Radioiodierung von Cytisin

Cytisin ist eine tricyclische Verbindung aus einem Bispidin-Gertst und einem 2-Pyridon-
Glied, dessen 3. und 5. Position bevorzugter Angriffspunkt elektrophiler Substitutionen
sind (vgl. Tab. 5).

Die Ladungsverteilungen im (-)-Cytisin bilden mesomere Grenzstrukturen, welche semi-
aromatische Eigenschaften aufweisen. lod-Derivate des Cytisins sind 3- und 5-lod-
Cytisin, wobei das 3-lod Cytisin die hohere Affinitat zu asp2, nACh-Rezeptoren

(vgl. Tab. 5) besitzt. Es ist also der bevorzugte Tracer fir eine Markierung.

Durch die héhere Ladungsdichte der Carbonylgruppe des 2-Pyridons (Ozbolat, 2004) ist
die Position 3 starker aktiviert als die 5, so dass erwartet wird, dass 3-lod Cytisin bevor-

zugt bei der elektrophilen Substitution gebildet wird.

Abb. 3: Struktur des Cytisins mit mesomeren Grenzstrukturen
NH 131|
’\l\/
~ \/

Abb. 4: Struktur des 3-lod Cytisins
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131|

Abb. 5: Struktur des 5-lod Cytisins

Bei der Herstellung von [**'1]-3-lodcytisin versucht man diese Eigenschaften auszunut-
zen, um eine mdglichst hohe Ausbeute von ['*'l]-3-lodcytisin und eine méglichst geringe
Verunreinigung durch ["*'1]-5-lodcytisin zu erreichen. In der vorliegenden Arbeit wurden
hierzu zwei Verfahren untersucht, namlich die Radioiodierung mit lodogen in TFA und

die Radioiodierung mit Salpetersaure als Oxidationsmittel.

4.1.1 Radioiodierung mit lodogen

Die direkte Radioiodierung des (-)-Cytisins mittels lodogen wurde in Trifluoressigsaure
(TFA) als Losungsmittel durchgefuhrt. TFA ist ein stark polares Losungsmittel, das
Substanzen mit Elektronendefiziten durch seine freien Elektronenpaare zu stabilisieren
vermag. Das hinzugegebene lodogen dient als Oxidationsmittel fur das ["*'I]-
Natriumiodid, der chemischen Ausgangsform der lodnuklide. Die HPLC-Analyse (vgl.
Abb. 6) ergab einen Hauptpeak bei ca. 15 Minuten. Durch Co-Injektion des kalten Stan-
dards konnte sowohl der Hauptpeak als [131I]-3-Iodcytisin identifiziert werden als auch
das ["*"1]-5-lodeytisin und das [**'1]-3,5-Diiodcytisin.

Bei dem pH-Wert der Trifluoressigsaure von 1 wird nach einer Reaktionszeit von 45 Mi-
nuten eine Ausbeute von etwa 50 % (vgl. Tab. 8) an ["*'I]-3-lodcytisin erreicht. Als Ne-

benprodukt erhalt man zusatzlich [

[]-5-lodcytisin (vgl. Abb. 6). Fur die weiteren Versu-
che an Mausen wird allerdings ein méglichst reines ['>'1]-3-lodcytisin vorausgesetzt, weil
sich sonst die Verteilungen uberlagern und somit die weiteren ex vivo Ergebnisse nicht
interpretierbar sind. Deshalb sollen Nebenprodukte, insbesondere das ['*'l]-5-lodcytisin,

nach Moglichkeit nur in geringem Ausmal’ oder gar nicht vorliegen.
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Abb. 6: HPLC 050825.1 - Radioiodierung mit lodogen in Trifluoressigsaure HPLC-
Bedingungen: RP 18 — Saule (LiChrospher 100) (Flow 1 ml/min) (MeCN/TFA 0,1 %;
40/60). Die HPLC-Analyse ergab dabei einen Hauptpeak bei ca. 15 Minuten, der als
[**'1]-3-lodcytisin identifiziert werden konnte.

Tab. 8: Retentionszeiten der Peaks und relative Produktverteilung (fiir Radioiodie-

run 3in TFA). Nach 45 Minuten Reaktionszeit konnte eine Ausbeute von etwa 50 %

an ['[]-3-lodcytisin erreicht werden.
Peak Retentionszeit [min] Radiochemische Ausbeute
lodid 2,18 26 %
3-lod 14,83 49 %
5-lod 16,18 24 %
Di-lod 21 -

4.1.2 Radioiodierung mit Salpetersaure

Im Falle der Radioiodierung von (-)-Cytisin mit Salpetersaure fuhrte die Synthese nach
45-minltiger Reaktionszeit fast ausschlieRlich zur Bildung von ["*"I]-3-lodcytisin. Die Re-
tentionszeit des radioaktiven Peaks von [**'1]-3-lodcytisin liegt bei 15 Minuten (vgl. Abb.
7). Die Ausbeute an ["*']-3-lodcytisin war mit Giber 93 % im Vergleich zur Radioiodie-
rung mit lodogen deutlich hoher (vgl. Tab. 9). Dies deutet auf eine sehr hohe Selektivitat
des Produktes bei der Radioiodierung mit Salpetersaure hin.

Aufgrund der Vermeidung einer Bildung von ["*"I]-5-lodcytisin und wegen der héheren

Ausbeute wurde diese Rohldsung fir die weiteren Versuche mittels SPE gereinigt.
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Abb. 7: HPLC 050901.2 - Radioiodierung mit Salpetersaure - HPLC-Bedingungen:
RP 18 — Saule (LiChrospher 100) (Flow 1 ml/min) (MeCN/TFA 0,1 %). Die HPLC-
Analyse ergab dabei einen Hauptpeak bei ca. 15 Minuten, der als [*'I]-3-lodcytisin
identifiziert werden konnte.

Tab. 9: Retentionszeiten der Peaks und relative Produktverteilung (Radioiodierung
mit Salpetersaure). Nach 45 Minuten Reaktionszeit fuhrte die Synthese fast aus-
schlieBlich zur Bildung von [**'I]-3-lodcytisin.

Peak Retentionszeit [min] Radiochemische Ausbeute
lodid 2,60 1%

3-lod 14,85 93 %

Unbekannt 20,62 1%

Di-lod 21,83 4 %

4.2 Formulierung des ['*'1]-3-lodcytisin und 2-['®F]F-A-85380

Die Formulierung der ["*'1]-3-lodcytisin HPLC Fraktion erfolgte iber die Solid Phase Ex-
traction (SPE). Verwendet wurden ein schwacher Anionentauscher (QMA Plus in HCO3'-
Form) und ein schwacher Kationentauscher (CM light in H*-Form). Das Uber die HPLC
gereinigte [*'I]-3-lodcytisin wurde (iber die konditionierten Kartuschen gegeben, zuerst
uber die QMA-Kartusche und dann Uber die CM-light-Kartusche. Das Acetonitril der
HPLC Fraktion passiert beide Kartuschen und wird im Waste aufgefangen. Die
Trifluoracetationen wurden auf den Anionentauscher durch Austausch gegen Hydrogen-

carbonat getrappt. Die Protonen der TFA wurden durch Reaktionen mit dem HCO3 zu
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Wasser und Kohlenstoffdioxid neutralisiert. Das protonierte (kationische) ["'1]-3-
lodcytisin konnte auf dem nachgeschalteten Kationentauscher fixiert werden. Etwa 70 %
(nicht optimiert) des ["*'I]-3-lodcytisin, bezogen auf die Aktivitat der HPLC-Fraktion wer-
den auf dem Kationentauscher getrappt. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass nicht alle
Saureprotonen der TFA neutralisiert wurden und somit auf der CM-light-Kartusche einen
Teil des Produktes eluiert haben. Mit einer groReren Kartusche, CM plus, ware die Aus-
beute der Aktivitdt vermutlich 100 %. Doch ware dann auch das End-Volumen grofer
und die Aktivitatskonzentration geringer. Da allerdings das Injektionsvolumen fir die
Mause moglichst gering sein sollte, wurde der Verlust aufgrund der geringeren Kapazitat

der CM-light-Kartusche in Kauf genommen.

Die Elution der CM-light-Kartusche erfolgte mit PBS-Puffer, da dieser ungiftig und isoton

ist und somit ohne weitere Aufarbeitung direkt einer Maus injiziert werden kann.

Die Formulierung des 2-['®F]F-A-85380 erfolgte ebenfalls iiber die Solid Phase Extracti-
on (SPE). Hierbei wurde ein schwacher Anionentauscher (QMA Plus in HCO3™ -Form),
ein starker Kationentauscher und eine ,reverse phase“ Kartusche verwendet. Das Uber
die HPLC gereinigte 2-["®F]F-A-85380 passiert die ersten beiden konditionierten Kartu-
schen, dabei wird das Kryptofix durch den starken Kationentauscher aufgefangen. Das
['®F]-Fluorid, das nicht gebunden ist wird Uber den Anionentauscher getrappt. Das 2-
['®F]F-A-85380 sammelt sich dabei auf der ,reverse phase* Kartusche. Reines 2-['®F]F-
A-85380 wird durch Ethanol von der Kartusche eluiert und kann nach Verdinnen mit
PBS-Puffer der Maus injiziert werden (Schmaljohann et al., 2005).

4.3 Verwendete Kennzahlen

Fir eine bessere Lesbarkeit der Arbeit werden die in der folgenden Diskussion verwen-
deten Kennzahlen bzw. Formeln hier noch einmal kurz zusammengestellt und beschrie-

ben:

Einfacher Mittelwert a Uber die jeweiligen Populationen von Versuchstieren in den be-
trachteten Gruppen sowie die zugehoérige Standardabweichung o (die mittlere absolute

Schwankungsbreite) als Mal fir die Stabilitdt der Messergebnisse. Bei nicht weiter spe-
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zifizierten Messwerten (z.B. fur Aktivitat) handelt es sich in dieser Arbeit immer um ein-

fache Mittelwerte in den jeweils relevanten Gruppen von Versuchstieren.

Relative Standardabweichung o ..y (die mittlere relative Schwankungsbreite in Pro-
zent, auch Variationskoeffizient genannt). Sie ermoglicht realistische Vergleiche zwi-
schen verschiedenen Gruppen und ergibt sich als:

o

O relativ = =

% ID/g Halbwertszeit-korrigierte Aktivitat des entsprechenden Organs in % der gesamt-

injizierten Aktivitat dividiert durch das Gewicht des Organs.

Ratio Verhaltnis zweier % ID/g-Werte meist zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen.

4.4 Autoradiographie

Bei der Autoradiographie handelt es sich um eine Bildgebung, bei der Strukturen bzw.
zwei- oder dreidimensionale Verteilungen durch radioaktive Isotope sichtbar gemacht
werden. In den hier durchgefiuihrten Experimenten geht es um die in vitro Sichtbarma-
chung der a4B2 nAch-Rezeptoren in Hirnabschnitten durch ["*'1]-3-lodcytisin.

Aus vorherigen Studien weil3 man, dass die hochste Dichte an a4, nACh-Rezeptoren
bei Ratten und Mausen im Thalamus liegt, gefolgt von Striatum und Cortex, dabei weist
der Hippocampus anscheinend keine und das Cerebellum nur eine sehr geringe Dichte
an a4f32 nACh-Rezeptoren auf (Horti et al., 1998).

Ziel der Autoradiographie war die Darstellung der nACh-Rezeptoren in vitro, um die Blut-
Hirn-Schranke und die mogliche Bildung von Metaboliten in vivo zu umgehen. Es sollte
bei den in vitro Versuchen gezeigt werden, dass das [**'I]-3-lodcytisin tatsachlich eine
hohe Affinitat zu den a4B2 nACh-Rezeptoren hat und dementsprechend in den einzelnen
oben genannten Strukturen/Regionen bindet.

In und Abb. 8 und Abb. 9 sind das Rattenhirn und das Mausehirn dargestellt, jeweils mit

der Region des Thalamus im Bereich der roten Farbung. Der Cortex sowie das Striatum
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sind grunlich blau gefarbt, was auf eine geringere Anreicherung der Aktivitat und damit
auf eine geringere Dichte der Rezeptoren zurtickzufihren ist.

Bei der Auswertung der Hirnschnitte nach der Inkubation mit [**’

[]-3-lodcytisin wurde die
Intensitat des ["*'1]-3-lodcytisinsignals in den Hirnregionen mittels Autoradiographie ge-
messen. Unsere Untersuchungen konzentrierten sich hauptsachlich auf die Strukturen
Striatum, Cortex und Thalamus, und die Ergebnisse wurden aufgrund sehr geringer
Dichte der nACh-Rezeptoren im Verhaltnis zum Cortex dargestellt. In allen Schnitten der
Mause und der Ratten konnte gezeigt werden, dass die hochste Intensitat und damit die
hochste Dichte an Rezeptoren im Thalamus liegt (vgl. Abb. 8, Abb. 9 und Tab. 10). Die
dabei gemessene Intensitat des ["*'1]-3-lodcytisin liegt im Mittel bei Mausen 2,97-mal
héher als die im Cortex und bei Ratten 4,35-mal hoher, gefolgt von den Intensitaten im
Striatum (vgl.Tab. 10).

Vergleicht man die Ergebnisse mit der Literatur, bei der 2-['®F]F-A85380 in vitro an Rat-
ten untersucht wird, so zeigt sich, dass auch hier die hochste Intensitat im Thalamus
und im Cortex, gefolgt vom Striatum gefunden wurde (vgl.Tab. 10) (Schmaljohann et al.,
2004). Mit dem Vergleich der Daten in der Literatur konnte gezeigt werden, dass ['*'I]-3-
lodcytisin ein Tracer ist, der eine ahnlich hohe Affinitat zu den a4, nACh-Rezeptoren
besitzt und auch in vitro bindet.

Die Ergebnisse bei den Ratten sind vergleichbar mit den Ergebnissen fiir das 2-['®F]F-
A85380 in der Literatur, bei der die Aktivitatsanreicherung im Striatum niedriger als im
Thalamus ist, aber hdher als im Cortex.

Die unterschiedlichen Ergebnisse flr das Ratten- und Mausehirn in unseren Versuchen
kann durch unterschiedliche Dichte der Rezeptoren, aber auch durch Subaffinitaten zu
anderen Rezeptoren oder Ungenauigkeiten bzw. Fehler bei den Messungen erklart wer-
den.

Festzuhalten ist, dass die Ergebnisse der Autoradiographie positiv zu bewerten sind.
Beide Tracer, das [*'I]-3-lodcytisin und das 2-['®F]F-A85380, sind in vitro vergleichbar
und zur Darstellung der a4B2 nAch-Rezeptoren geeignet. Es konnte hierbei die Vertei-

lung der a4p2 nAch-Rezeptoren gezeigt werden.
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Cortex

Thalamus

Striatum

Abb. 8: Autoradiographie des Rattenhirns im Horizontalschnitt zur in vitro Darstel-
lung der nACh-Rezeptoren durch [**'I]-3-lodcytisin

Cortex

Thalamus

Striatum

Abb. 9: Autoradiographie des Mausehirns im Sagittalschnitt zur in vitro Darstellung
der nACh-Rezeptoren durch [**'I]-3-lodcytisin
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Tab. 10: Verhiltnisse der gemessenen Intensititen des [131I]-3-Iodc8ytisin in Bezug
zum Cortex von Miusen und Ratten sowie Literaturwerte des 2-['°F]F-A85380 fiir
Ratten (Schmaljohann et al., 2004)

Hirnregion Ratio x/Cortex
Mé&use — Thalamus ["*'1]-3-lodcytisin 2,97

Méause — Striatum ["*"1]-3-lodcytisin 0,98

Ratten — Thalamus [**'I]-3-lodcytisin 4,35

Ratten — Striatum [**'I]-3-lodcytisin 1,19

Ratten — Thalamus Lit. 2-['®F]F-A-85380 3,5

Ratten — Striatum Lit. 2-['°F]F-A-85380 1,23

4.5 Injektion von 2-['®F]F-A-85380 und [**'1]-3-lodcytisin

2-["®F]F-A-85380

Um die Verteilung der Aktivitat von [**'

[]-3-lodcytisin vergleichen zu kdnnen, wurde der
bekannte Tracer 2-['®F]F-A-85380 als ,interner Standard” in dieser Arbeit ausgewahlt. 2-
['®F]F-A-85380 erfiillt die Hauptkriterien als radioaktiv markierter Ligand fiir den Ge-
brauch bei der Bildgebung in vitro und in vivo. Es hat eine hohe Affinitat zu den o432
nACh-Rezeptoren, Uberwindet die Blut-Hirn-Schranke und bindet reversibel in den Re-

gionen des Hirns mit der hochsten Dichte an a432 nACh-Rezeptoren.

['*'1]-3-lodcytisin

Die Affinitaten von (-)-Cytisin und seinen halogenierten Formen an den Positionen 3, 5;
3 und 5 zu 04B2 und zu a7 nACh-Rezeptoren im Hirn zeigte, dass das 3(-)lod-Cytisin
die hochste Affinitat zu den a432 nACh-Rezeptoren im Vergleich zu dem 5(-)lod-Cytisin
und dem 3,5(-)lod-Cytisin hat (vgl.Tab. 5). Aulderdem besitzt 3(-)lod-Cytisin im Vergleich
zu den anderen halogenierten Formen die hoéchste Affinitdt zu den a7 nACh-
Rezeptoren. Die Affinitat von 3(-)lod-Cytisin zu den a432 nACh-Rezeptoren ist héher als
zu den anderen Subtypen. Deshalb ist zu erwarten, dass vor allem der Thalamus eine
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hohe Anreicherung [ °'1]-3-lodcytisin im Hirn aufweist, da er die hochste Dichte an o432

nACh-Rezeptoren besitzt (Imming et al., 2001). Die geringere Affinitat zum a7 nACh-
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Rezeptor und dessen breitere Verteilung mit geringerer Dichte Uber das ganze Hirn,

lasst wahrscheinlich eine Darstellung mit ['*'1]-3-lodcytisin nicht zu (Brust et al., 2012).

4.5.1 2-['®F]F-A-85380 und ['*'1]-3-lodcytisin mit und ohne subkutane Nikotininjek-

tion

4.5.1.1 2-['®F]F-A-85380 ohne subkutane Nikotininjektion

Es wurde bei der ex vivo Untersuchung die Verteilung von radioaktiver Aktivitat durch 2-
['®F]F-A-85380 im Korper anhand der Organe Hirn, Herz, Lunge, Leber, Magen, Darm,
Nieren, Milz und Knochen untersucht. Dabei zeigte sich die hochste radioaktive Kon-
zentration (vgl. Abb. 10) nach 60 Minuten in den Nieren mit 4,68 % ID/g, gefolgt vom
Magen mit einer Aktivitdtsanreicherung von 3,15 % ID/g, der Milz mit 2,44 % ID/g, dem
Hirn mit 2,33 % ID/g und der Leber mit 2,28 % ID/g. Die niedrigste radioaktive Anreiche-
rung nach 60 Minuten wurde im Herz mit 0,76 % ID/g gemessen.

Bei Leber, Milz, Nieren und Magen handelt es sich um Stoffwechsel- und Ausschei-
dungsorgane. Die hohen Aktivitdtsanreicherungen in diesen Organen konnten fur eine
direkte oder eine indirekte Ausscheidung Uber Metabolitenbildung sprechen. Es scheint
dabei ein GroRteil der Aktivitat relativ schnell Gber Nieren und Blase ausgeschieden zu
werden. Dies ist positiv zu bewerten, da hierdurch eine Ansammlung der Radioaktivitat
im Korper verhindert wird.

Auch Kimes et al. (2003) haben bei der Untersuchung von 2-['®F]F-A-85380 an Men-
schen mittels PET eine hohe Radioaktivitat in der Blase, der Leber und in den Nieren
beobachten konnen; demnach wurden 93-98 % der injizierten Aktivitat ber den Urin in-
nerhalb von 2-3 Stunden ausgeschieden. Dies zeigt, dass ein Teil des Tracers die Blut-
Hirn-Schranke nicht Gberwindet und sich somit in der Leber und den Ausscheidungsor-
ganen sammelt. Es kann sich dabei aber auch um Metabolite des Tracers handeln, die

uber die Nieren und die Harnblase ausgeschieden werden.
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5,00 %

® % ID/g 60 Min ® % ID/g 180 Min
4,00 %
3,00 %
Ky
a
S 2,00 %
1,00 %
0,00 % L l
Hi He Lu Le Ma Da Ni Mi Fe
m% ID/g60 Min 233% 0,76% 1,60% 228% 3,15% 1,35% 468% 2,44% 0,91 %
m% ID/g180Min 0,84% 0,25% 0,52% 1,06% 2,52% 0,84% 1,24% 0,80% 0,86 %

Abb. 10: Vergleich der Verteilung des radioaktiven Tracers 2-['F]F-A-85380 in den
oben aufgefiihrten Organen nach 60 und 180 Minuten in % ID/g. Siehe dazu auch
die statistische Auswertung Abb. 12.

Vergleicht man die % ID/g zu den beiden Mel3zeitpunkten 60 und 180 Minuten als Ratio
180/60, so weisen Herz, Lunge, Nieren und Milz den starksten Abfall an Aktivitat auf

(vgl. Abb. 11).

1,20
0,94
0,80
.0
©
© 0,33 0 33
0,40 0,32 I 0 2
0,00 I I I
Mi Fe

Abb. 11: 2-['®F]F-A-85380 - Ratio der % ID/g 180/60 Minuten zum Vergleich der Ak-
tivitatsanderung in den einzelnen Organen
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Bei den Organen Herz (Ratio 0,33) und Lunge (Ratio 0,32) handelt es sich um sehr gut
durchblutete Organe, was den Uberdurchschnittlich schnellen Abbau an Aktivitat erkla-
ren kann.

Bei den Nieren (Ratio 0,26) ist wahrscheinlich die Urinbildung und die Ausscheidung
uber die Harnwege eine Ursache fur den sehr schnellen Abbau an Aktivitat, so dass ein

Grolteil der Aktivitat Uber diesen Weg aus dem Korper eliminiert wird.

Der geringste Aktivitatsabfall konnte im Darm, im Magen und in den Knochen mit einer
Ratio von 0,63, 0,80 und 0,94 beobachtet werden, dies deutet eher auf eine irreversible
Bindung durch den Tracer oder aber eines Metaboliten hin.

Bei der Betrachtung der relativen Standardabweichungen (vgl. Abb. 12), stellt man fest,
dass das Hirn, das Herz, die Leber und die Nieren mit ca. 10 % relativer Standardab-
weichung im Verhaltnis zur mittleren gemessenen Konzentration an Aktivitat keine hohe
Schwankungsbreite haben und somit die Messungen eine hohere statistische Signifi-
kanz aufweisen als Magen und Milz mit ihren relativ hohen Werten bei ca. 30 % relativer
Standardabweichung.

40 %
33,87 %

30 %
24,78 %

20,36 %
20 %
1118% 1193% 13,13 %
10 % 778% 721°/ 89‘”’
0%
Mi Fe

rel. StAbw

Abb. 12: Relative Standardabweichungen des 2-['®F]F-A-85380 in den zu verglei-
chenden Organen nach 60 Minuten

Da der Magen zu den Ausscheidungsorganen gehort, liegt darin vermutlich ein Grund
fur die hohe Standardabweichung. Unterschiedliche Stoffwechselvorgange, je nach vor-

heriger Nahrungsaufnahme oder Ausscheidung, sowie individuelle Auspragungen im
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Stoffwechsel der Versuchstiere hatten wahrscheinlich einen bedeutenden Einfluss auf
die Schwankungen in den Messwerten.

Die Milz gehort zu den lymphatischen Organen. Sie baut alte und funktionslose Erythro-
zyten durch Makrophagen ab und ist gleichzeitig ein sehr stark durchblutetes Organ.
Daran angeschlossen ist ein komplexes Immunsystem. Dies kann mitunter Ursache der
hohen Schwankungen sein.

Nicht zuletzt kdnnen Messfehler bei der Durchfihrung der Versuche die Ergebnisse

ebenfalls beeinflussen.

4.5.1.2 2-['®F]F-A-85380 mit subkutaner Nikotininjektion

In weiteren Untersuchungen wurde das Bindungsverhalten von 2-['®F]F-A-85380 bei
Besetzung der Rezeptoren durch Nikotin untersucht. Da Nikotin eine hohe nicht Subtyp-
spezifische Affinitat zu den nACh-Rezeptoren aufweist, eignet es sich fur die Untersu-
chung des Bindungsverhaltens und der Verdrangung von 2-['®F]F-A-85380 bzw. von
["*"1]-3-lodcytisin.
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m60 Min  ®mNikotin 60 Min

12,00 %
10,00 %
8,00 %
6,00 %
Koy
o
X 400%
2,00 % l
Hi He Lu Le Ma Da Ni Mi Fe
® 60 Min 2,33% 0,76 % 1,60 % 2,28% 3,15% 1,35% 4,68 % 2,44 % 0,91 %
m Nikotin 60 Min 0,97 % 0,00 % 0,18 % 2,21 % 5,21 % 1,22 % 9,59 % 4,38 % 0,00 %

Abb. 13: Vergleich der Aktivititsverteilung des 2-['®F]F-A-85380 anhand der oben
aufgefiihrten Organe mit und ohne zuvor injiziertem Nikotin nach 60 Minuten

Bei einem Vergleich der Ergebnisse (vgl. Abb. 13) von Tieren mit und ohne zuvor inji-
ziertem Nikotin zeigte sich nach 60 Minuten vor allem im Herzen, der Lunge und im Hirn
eine niedrigere gemessene Aktivitatsanreicherung des 2-['®F]F-A-85380 bei den Tieren
mit injiziertem Nikotin. Dies lasst vermuten, dass sowohl das Herz, als auch die Lunge
nACh-Rezeptoren besitzen, an denen das 2-['®F]F-A-85380 reversibel bindet, und dass

es sich hierbei zumindest teilweise um eine spezifische Bindung handelt.

In den restlichen Organen (Leber, Magen, Nieren, Milz, Darm) ist die Aktivitatsanreiche-
rung an 2-["®F]F-A-85380 nach 60 Minuten mit injiziertem Nikotin teilweise sogar hoher
als ohne Injektion von Nikotin (vgl. Abb. 13). Eine zu vermutende Erklarung ist, dass in
den Organen keine bzw. eine so geringe Dichte an Rezeptoren vorhanden ist, an denen
das Nikotin mit dem 2-['®F]F-A-85380 konkurriert, dass es keine Auswirkung hat. Es

lasst unspezifische Bindungen in den Organen vermuten.
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4.5.1.3 [*'I]-3-lodcytisin ohne subkutane Nikotininjektion

Bei der in vivo Untersuchung von [

[]-3-lodcytisin an CD1 Mausen soll zunachst die
Biometrische Verteilung des ["*']-3-lodcytisin untersucht werden. Hierbei konnte in den
in vivo Untersuchungen die hochste radioaktive Anreicherung (vgl. Abb. 14) nach 15 Mi-
nuten mit 12,71 % ID/g im Magen gemessen werden, gefolgt von den Nieren mit 7,32 %
ID/g und dann in absteigender Reihenfolge: Milz, Leber, Lunge, Darm, Herz, Hirn und

schlieRlich die Knochen.

14,00 % ® 15 Min m 60 Min 120 Min 180 Min 240 Min
12,00 %
10,00 %
8,00 %
Kol
a 6,00 %
X
4,00 %
0,00 % .

Hi He Lu Le Ma Da Ni Mi Fe
m15Min | 196% 3,15% 4,82% 506% 1271% 390% | 732%  680% 1,64 %
w60 Min | 242%  2,02% 261% 555%  989% 535% 1125%  294% 118 %

120Min 1,47% | 135% 148% 303% 6,78% 519% 257%  258% 081 %
180Min 1,02% | 1,06% 124% 258% 560% 761% 185%  149% 0,36%
240 Min, 0,73% 076% 074% 202% 513% 6,19% 131% 085% 0,38%

Abb. 14: Vergleich der Anreicherung der Aktivitat des ['*'I]-3-lodcytisins anhand
der oben aufgefiihrten Organe in % ID/g nach 15, 60, 120, 180 und 240 Minuten

Magen, Nieren, Milz und Leber gehéren zu den Stoffwechsel- und Ausscheidungsorga-
nen des Korpers. Die hohe Anreicherung der Aktivitat in diesen Organen koénnte flr eine
direkte oder eine indirekte Ausscheidung uber Metabolitenbildung sprechen.

Es ist bekannt, dass freies lodid bzw. erst durch freie Deiodierungsprozesse in vivo ent-

standende lodid haufig im Magen zu hohen Anreicherungen fuhrt. Daher sollte die teil-
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weise lodierung dieses Tracers ebenfalls eine Quelle fur die hohe Magenaktivitat dar-
stellen.

Betrachtet man hierzu noch die Ratio der einzelnen Organe (vgl. Abb. 15), so fallt auf,
dass in den Nieren neben einer hohen und raschen Aktivitatsanreicherung auch ein ra-
scher Abfall der Konzentration, Ratio 120/15 (0, 35), zu beobachten ist.

2,50 m Ratio 60/15 ®m Ratio 120/15 = Ratio 180/15 ' Ratio 240/15
2,00
1,50
1,00
0,00 .
Hi He Lu Le Ma Da Ni Mi Fe
m Ratio 60/15 1,24 0,64 0,54 1,10 0,78 1,37 1,54 0,43 0,72
mRatio 120/15| 0,75 0,43 0,31 0,60 0,53 1,33 0,35 0,38 0,50
Ratio 180/15 0,52 0,33 0,26 0,51 0,44 1,95 0,25 0,22 0,22
Ratio 240/15 0,37 0,24 0,15 0,40 0,40 1,59 0,18 0,12 0,23

Abb. 15: ['*']-3-lodcytisin - Ratio der % ID/g fiir 60/15, 120/15, 180/15 und 240/15
Minuten zum Vergleich der Aktivitatsanderung in den einzelnen Organen

Vergleicht man die Ergebnisse mit denen in 2-['®F]F-A-85380, so liegt die Vermutung
nahe, dass auch hier ein Grofteil der Aktivitat Uber diesen Weg aus dem Korper elimi-
niert wird.

Im Magen ist ein langsamer kontinuierlicher Abfall der Aktivitat zu beobachten, wahrend
im Darm in dem Zeitraum unserer Messungen kein Abfall der Aktivitat zu beobachten
war. Es konnte zu diesem Zeitpunkt nicht genau geklart werden, warum gerade im Ma-
gen und im Darm eine so hohe Aktivititsanreicherung des [**'1]-3-lodcytisin gemessen
wurde. Eine Vermutung ware die Bildung von Metaboliten, die die verstarkte Anhaufung
und den langsamen Abfall der Aktivitat erklaren kdnnte. Hierzu wurde in einem weiteren
Versuch das Blut der Mause untersucht (vgl. 4.7).

Bei Herz, Lunge und Leber ist ein kontinuierlicher Abfall der Aktivitat des ["*'1]-3-

131

lodcytisin zu beobachten. Der kontinuierliche Abfall der Aktivitat des [ °'l]-3-lodcytisin in
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diesen Organen konnte ein Hinweis fur eine spezifische Bindung an nACh-Rezeptoren
in diesen Organen sein. Dieses wird in einem weiteren Versuch mit Nikotinverdrangung
untersucht (vgl. 4.5.1.4). Gleichzeitig ist in der Leber eine relativ hohe Aktivitatsanreiche-

rung des [**'

[]-3-lodcytisin, mit einem Maximum bei 60 Minuten (mit 5,5 % ID/g) zu beo-
bachten. Mit der Leber als Stoffwechselorgan kdnnte dies auch ein Hinweis auf die Bil-
dung und Anreicherung von Metaboliten sein (vgl. 4.7).

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Messergebnisse zu gewahrleisten, wurden zu-
satzlich die relativen Standartabweichungen nach 15 Minuten berechnet und in Abb. 16
dargestellt. Die relative hohe Standardabweichung der Aktivitatswerte der Knochen kann
auf Messungenauigkeiten aufgrund der geringen Absolutwerte zurtuckgefuhrt werden.
Ansonsten fallt wieder der durchgangig hohe Wert im Magen auf, der auf Messunge-
nauigkeiten aber auch wie schon vorher erwahnt s.o. auf unterschiedliche Stoffwechsel-

vorgange bzw. Bildung und Ansammlung von Metaboliten zurtckgefuhrt werden kann.

100 %
80 % 77,69 %
0,
, 60% 57,19 % 57,66 %
H 46,85 % 0
3 400, 3743% 35600 37.75% 4051%
3 26,51 %
20 % I
0%
Hi He Lu Le Ma Da Ni Mi Fe

Abb. 16: Relative Standardabweichungen des ['*'I]-3-lodcytisins nach 15 Minuten
in den zu vergleichenden Organen

4.5.1.4 ["*']-3-lodcytisin mit subkutaner Nikotininjektion

Durch die Injektion von [*'I]-3-lodcytisin mit Nikotin soll das Bindungsverhalten bzw. die
Verdrangung von [*'I]-3-lodcytisin bei Besetzung der nACh-Rezeptoren (analog zu 2-
['8F]F-A-85380) untersucht werden.
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12,00 % m 120 Min ®120 Min + Nikotin
10,00 %
8,00 %
o 6,00 %
o
X 4,00 %
2,00 %
0,00 % L - - !
Hi He Lu Le Ma Da Ni Mi Fe
= 120 Min 1,47 % 135% 1,48% 3,03% 6.78% 519 % 2,57 % 2.58 % 0,81 %
120 Min + Nikotin 0,84 % 0,96 % 2,07 % 4,49% 1014 317 % 547 % 6.59 % 0,56 %

Abb. 17: Vergleich der Aktivititsverteilung des ['*'1]-3-lodcytisins in den oben auf-
gefuhrten Organen mit und ohne zuvor injiziertem Nikotin nach 120 Minuten

Dabei zeigt die Messung nach 120 Minuten (vgl. Abb. 17) eine deutlich niedrigere Kon-
zentration der Aktivitat des ['*'[]-3-lodcytisin in den Organen Hirn (ca. 0,6 %), Herz (ca.

0,4 %), Darm (ca. 2,0 %) und Knochen (ca. 0,3 %) nach der Injektion mit Nikotin.

FUr Lunge, Leber, Magen, Nieren und Milz sind die Werte mit Nikotin nach 120 Minuten
héher (teilweise deutlich héher) als nach 120 Minuten ohne Nikotin (vgl. Abb. 17). Es
findet hier ahnlich wie bei 2-["®F]F-A-85380 keine Verdrangung statt. Die Ergebnisse des
Verdrangungsversuches deuten auf unspezifische Bindungen in diesen Organen hin.
Betrachtet man nun zusétzlich die zeitliche Verteilung der [**'1]-3-lodcytisinanreicherung
in der Leber, im Darm aber auch im Magen (vgl. Abb. 15 und Abb. 16), so kann es sich

hierbei auch um Metabolitenbildung handeln (vgl. 4.7)

Im Zusammenhang mit der Aktivitdtsanreicherung des ["*'1]-3-lodcytisin im Herz und
dem Abfall der Aktivitat deutet der Verdrangungsversuch mit Nikotin auf eine spezifische

Bindung des ["*"1]-3-lodcytisin an nACh-Rezeptoren im Herz hin.
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4.5.2 Die Aktivititsanreicherung von 2-['®F]JF-A-85380 und ['*'1]-3-lodcytisin im

Hirngewebe

4.5.2.1 2-['®F]F-A-85380 Anreicherung im Hirngewebe

In dieser Arbeit wurde zu den Zeitpunkten 60 und 180 Minuten die % ID/g im Hirngewe-
be gemessen. Bei 60 Minuten wurde ein Aktivitatsgehalt von 2,33 % ID/g ermittelt. Nach
180 Minuten lag die Aktivitatsanreicherung im Hirn bei 0,84 % ID/g (vgl. Abb. 10 und
Abb. 18). Nach Horti et al. (1998) wurde bei der in vivo Injektion von 2-['®F]F-A-85380
bei mannlichen CD1 Mausen nach 15 Minuten eine Peak Konzentration von 1,86 % ID/g
im gesamten Hirn beobachtet, gefolgt von 1,09 % ID/g nach 60 Minuten und von 0,19 %
nach 180 Minuten.

3,00 %
2,33 % m60 Min =180 Min

2,00 %

% IDI/g

1,09 %

1,00 %

0,19 %

0,00 %
Eigene Messungen Horti et al (1998)

Abb. 18: Die Anreicherung des 2-['®F]F-A-85380 in % ID/g im Hirn nach 60 und 180
Minuten im Vergleich zu den Daten in der Literatur (Horti et al., 1998)

Die mit eigenen Ergebnissen berechnete Ratio 180/60 betrug 0,36. Nach den Angaben
in der Literatur bei Horti et al. (1998) (vgl. Abb. 18) betrug die Ratio 180/60 nur 0,17.
Worauf dieser Unterschied der Ratios zurtckzufuhren ist, l&sst sich hier nicht klaren, je-
doch weisen sie immerhin ahnliche Grolienordnungen auf. Nikotin weist eine hohe Affi-

nitdt zu NnACh-Rezeptoren im ZNS auf und eignet sich deshalb flr die Untersuchungen
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des Bindungsverhaltens und der Verdrangung von 2-['®F]F-A-85380 bzw. von ["*']]-3-
lodcytisin.
Durch die Preinjektion mit Nikotin wurde somit das Bindungsverhalten von 2-['®F]F-A-

85380 bei der Besetzung der Rezeptoren durch Nikotin untersucht.

Bei dem Vergleich (vgl. Abb. 19) mit Tieren, denen zuvor kein Nikotin injiziert wurde,
sieht man, dass die nach 60 Minuten gemessene Aktivitdtsanreicherung des 2-['°F]F-A-
85380 im Hirn niedriger ausfallt. Es besteht eine héhere Abnahme der Aktivitat des 2-
['®F]F-A-85380 bei Mausen mit injiziertem Nikotin von ca. 1,4 % ID/g im Vergleich zu

den Tieren ohne injiziertes Nikotin.

3,0 %
2,33 %
> 2,0 %
ot 0,97 %
2 T10%
ohne Nikotin mit Nikotin

Abb. 19: Vergleich der Aktivitatsanreicherung des 2-['8F]F-A-85380 im Hirn in %
ID/g mit und ohne zuvor injiziertem Nikotin nach 60 Minuten

Festzuhalten ist, dass der deutlich niedrigere gemessene Aktivitatsgehalt im Hirn der
Mause mit Nikotininjektion auf die Verdrangung von 2-['®F]F-A-85380 durch das Nikotin
zuriickzufiihren ist. Es zeigt, dass die Bindung von 2-['®F]F-A-85380 an den nACh-
Rezeptoren reversibel ist und es besteht die Vermutung einer spezifischen Bindung an

die as32 nACh-Rezeptoren im Hirn.

Hirnregionen

Bei der Untersuchung der Hirnregionen wurde die hochste Aktivitatsanreicherung von 2-
['®F]F-A-85380 im Thalamus (5,4 % ID/g, 60min) (vgl. Abb. 20) gefolgt von Hirnstamm
und Cortex gemessen. Im Cerebellum ist die Aktivitatsanreicherung am geringsten. Die
Ratio 180/60 Minuten betrug im Thalamus 0,86, im Hirnstamm 0,28, im Cortex 0,41 und

im Cerebellum nur noch 0,24.
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Abb. 20: Vergleich der Verteilung der Aktivitit des 2-['®F]F-A-85380 in % ID/g in
den oben aufgefiihrten Hirnstrukturen nach 60 und 180 Minuten

GemaR den Ergebnissen in der Literatur wurde bei Mausen, denen 2-['®F]F-A-85380 in-
jiziert wurde, nach 60 Minuten die hochste Aktivitatsanreicherung im Thalamus mit 6 %
ID/g erreicht und die geringste Aktivitdtsanreicherung im Cerebellum mit etwa 1 % ID/g.
Auch die Abnahme der Aktivitat im Cerebellum war nach 2 Stunden mit einer Ratio von
0,06 am hochsten (Horti et al., 1998).

Im Vergleich entspricht die Verteilung des 2-['®F]F-A-85380 in den einzelnen Hirnregio-
nen der Verteilung der a432 nACh-Rezeptoren im Hirn. Der Thalamus besitzt dabei die
hochste Dichte an a432 nACh-Rezeptoren, dementsprechend wurde auch eine hohe Ak-
tivitatsanreicherung an 2-['®F]F-A-85380 gemessen. Das Cerebellum besitzt vermutlich
keine a432 NACh-Rezeptoren, weshalb auch eine niedrigere Aktivitadtsanreicherung an 2-
['®F]F-A-85380, sowie eine schnelle Abnahme gemessen wurde. Diese Ergebnisse sind
mit den Literaturergebnissen gut korreliert (Gundisch, 2000). Die hohe Aktivitatsanrei-
cherung von 2-["®F]F-A-85380 nach 60 Minuten und die schnelle Abnahme der Aktivitat

im Hirnstamm kann auf eine unspezifische Bindung hinweisen (Imming et al., 2001).
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Fir 2-["®F]F-A-85380 wird sowohl in dieser Arbeit als auch in der Literatur die Bindung
an die asB, nACh-Rezeptoren nachgewiesen. Die ermittelten Anreicherungen im Hirn
bzw. im Thalamus sind in guter Ubereinstimmung mit den Werten in der Literatur. So-
wohl in vitro als auch in vivo konnte im Hirn durch bildgebende Verfahren die hochste
Aktivitatsanreicherung an 2-['®F]F-A-85380 im Thalamus festgestellt werden, gefolgt
vom Striatum und Cortex; dagegen ergab sich eine kaum messbare bis keine Aktivitats-
anreicherung im Cerebellum der Mause- und Rattenhirne (Schmaljohann et al., 2004;
Wevers und Schrdder, 1999). Im Gegensatz dazu besitzt das menschliche Hirn auch im
Cerebellum eine geringe Dichte an asB2 nACh-Rezeptoren und somit auch eine Bin-
dungsaffinitat fir 2-['F]F-A-85380 (Kimes et al., 2003).

Pharmakologische Nebenwirkungen sind nicht sehr wahrscheinlich. Ferner konnten we-
der in der Literatur noch bei unseren Versuchen klinische Veranderungen nach der In-
jektion des Tracers an den Mausen festgestellt werden. Aufgrund dieser Eigenschaften
ist 2-['®F]F-A-85380 fiir die PET-Diagnostik geeignet.

Horti et al. (1998) verwendeten fur ihre Untersuchung mannliche CD1 Mause (25 - 35g),
wogegen in der vorliegenden Arbeit 30g schwere weibliche CD1 Mause verwendet wur-
den. In Hinblick auf die Vergleichbarkeit der Ergebnisse, bezlglich der Bindungsaffinitat,
der Verteilung des 2-['®F]F-A-85380 im Hirn und im Korper sowie der Abbaugeschwin-
digkeit kann man davon ausgehen, dass das in dieser Arbeit verwendete Mausmodell
fur die Versuche geeignet ist und gleichwertige Ergebnisse bringt. Die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse mit denen in der Literatur legt nahe, dass die hier verwendete Methodik
ebenfalls fiir die Untersuchung des alternativen SPECT-Tracers ["*'1]-3-lodcytisin geeig-

net ist.

4.5.2.2 [131I]-3-Iodcytisin Anreicherung im Hirngewebe

Die maximale Aufnahme des [**'I]-3-lodcytisin im Hirn betragt 2,42 % ID/g (60 Minuten,
vgl. Abb. 14 und Abb. 21); sie nimmt anschliel3end im Verlauf kontinuierlich ab. Es zeigt
sich im Vergleich zu den anderen Organen ein relativ langsamer Anstieg der Aktivitat
des [*'1]-3-lodcytisin im Hirn, der fir eine Bindung des ["*'1]-3-lodcytisin an die asB.
nACh-Rezeptoren spricht. Gleichzeitig fallt eine relativ langsame Abnahme der Aktivitat

auf, die auf eine spezifische Bindung hinweist.
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Abb. 21: Vergleich der Anreicherung des [**'[]-3-lodcytisins im Hirn in % ID/g nach
15, 60, 120, 180 und 240 Minuten

Nach der Injektion von ['*'I]-3-lodcytisin mit Nikotin soll analog zu 2-["®F]F-A-85380 das
Bindungsverhalten bzw. die Verdrangung von ["*'I]-3-lodcytisin bei Besetzung der
NACh-Rezeptoren untersucht werden. Dabei zeigen die Messungen mit Nikotininjektion
im Vergleich zu ohne Nikotin nach 120 Minuten (1,47 % und 0,84 %, vgl. Abb. 17) eine
0,6 % niedrigere Aktivitatsanreicherung von ['*"1]-3-lodcytisin an.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass auch das ['*'[]-3-lodcytisin durch das Nikotin von
den Rezeptoren im Hirn verdrangt wird und die Bindung des ["*']-3-lodcytisin an die

a4PB2 NACh-Rezeptoren im Hirn reversibel ist.
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16,00 %
m 15 Min m60 Min =240 Min
12,00 %
S’ 8,00 %
X
4,00 %

Thalamus Hirnstamm Cortex Cerebellum
® 15 Min 13,37 % 3,27 % 6,28 % 6,53 %
m60 Min 6,17 % 2,52 % 3,61 % 3,00 %

240 Min 3,54 % 1,08 % 0,86 % 0,39 %

Abb. 22: Die Verteilung der Aktivititsanreicherung in % ID/g des ['*'1]-3-lodcytisins
in den oben aufgefiihrten Hirnregionen nach 15, 60 und 240 Minuten

Betrachtet man einzelne Hirnbereiche, wie Thalamus, Cortex, Hirnstamm und Cerebel-
lum (vgl. Abb. 22), dann fallt auf, dass im Thalamus mit 13,37 % ID/g nach 15 Minuten
die Anreicherung der Aktivitdt am hdchsten ist, gefolgt von Cerebellum mit 6,53 % ID/g
und Cortex mit 6,28 % ID/g. Das Maximum der Organaufnahme liegt im Vergleich zu
den Ergebnissen im gesamten Hirn (60 Minuten) schon bei 15 Minuten. Aus vorherigen
Studien ist bekannt, dass im Cerebellum der Mause keine spezifische Bindung stattfin-
det und somit keine a4, NACh-Rezeptoren vorhanden sind, weswegen in den Versu-
chen mit 2-["®F]F-A-85380 keine bzw. nur eine geringe Anreicherung im Cerebellum be-
obachtet wurde (Horti et al., 1998; Schmaljohann et al., 2004).

Im Versuch mit ["*']-3-lodcytisin zeigte sich hingegen mit 6,53 % ID/g eine relativ hohe
Anreicherung im Cerebellum (15 min). Dieser Wert ist im Vergleich zu den anderen
Hirnstrukturen und den mit 2-['®F]F-A-85380 gemessenen Werten relativ hoch. Jedoch
wird eine rasche Abnahme der Aktivitat beobachtet, die fur eine unspezifische Bindung
spricht.

Die Aktivitat des ["*'1]-3-lodcytisins nimmt in allen Hirnabschnitten mit der Zeit kontinuier-
lich ab. Die Ergebnisse vom Thalamus und Cortex sind vergleichbar mit den Ergebnis-
sen der Versuche mit 2-['®F]F-A-85380, auch im Hinblick auf die Verteilung der asB.
NACh-Rezeptoren im Hirn (Schmaljohann et al., 2004).
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Die Ergebnisse der Verteilung und der Verdrangung der Aktivitatsanreicherung im Hirn
spricht fiir eine Bindung des ["*'[]-3-lodcytisin an den a4B2 nACh-Rezeptoren. Der ge-
nauere Vergleich mit 2-["®F]F-A-85380 folgt in Abschnitt 4.6.

4.6 Vergleich von 2-['®F]F-A-85380 und [*'I]-3-lodcytisin

4.6.1 Vergleich von 2-[18F]F-A-85380 und [1311]-3-lodcytisin in den Organen

In Abb. 23 sind die Messergebnisse von 2-['®F]F-A-85380 und ["*'[]-3-lodcytisin nach 60
und 180 Minuten nebeneinander dargestellt. Die Anreicherung der Aktivitat von ["'1]-3-
lodcytisin ist in den Organen Herz, Lunge, Leber, Magen, Nieren und Milz hoher als die-
jenige von 2-["®F]F-A-85380 bei beiden Zeitpunkten. Dabei kdnnen die unterschiedlichen
Ergebnisse durch den Gebrauch verschiedener Tracer durch die Ausscheidung, durch

unterschiedliches Bindungsverhalten oder aber durch Bildung von Metaboliten bedingt

sein.
12,00 %
10,00 % ® Fluor 18 60 Min .
® 3-lod131-Cyt 60 Min
8,00 % Fluor 18 180 Min
3-l1od131-Cyt 180 Min
6,00 %
2
a
) 4,00 %
| |
0,00 % ) ) ) -
Hi He Lu Le Ma Da Ni Mi Fe
® Fluor 18 60 Min 2,33% 0,76 % | 1,60 % (2,28 % | 3,15 % | 1,35 % | 4,68 % | 2,44 % | 0,91 %
B 3-lod131-Cyt 60 Min (2,42 % (2,02 % | 2,61 % 5,55 % | 9,89 % |5,35% | 11,25 (2,94 % 1,18 %
Fluor 18 180 Min 0,84 % 0,25 % | 0,52 % [ 1,06 % 2,52 % | 0,84 % | 1,24 % | 0,80 % | 0,86 %
3-10d131-Cyt 180 Min | 1,02 % | 1,06 % | 1,24 % | 2,58 % | 5,60 % | 7,61 % | 1,85 % | 1,49 % | 0,36 %

Abb. 23: Vergleich der Aktivititsverteilung des 2-['®F]F-A-85380 und ["*'I]-3-
lodcytisins in % ID/g in den oben aufgefiihrten Organen nach 60 und 180 Minuten
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Vergleicht man die Anreicherung der einzelnen Aktivitaten und die jeweilige Ratio der
Nieren (vgl. Abb. 11, Abb. 15, Abb. 23), so wird demnach auch das ["*"I]-3-lodcytisin di-
rekt Uber die Nieren eliminiert.

Im Zuge der Untersuchung der Verdrangung mit Nikotin konnte bei beiden Tracern auch
eine Verdrangung im Herz beobachtet werden (vgl. Abb. 13 und Abb. 17). Es besteht
hierbei die Vermutung einer zumindest teilweise spezifischen Bindung.

Bucerius et al. (2006) konnten mittels PET-Untersuchungen mit 2-['®F]-A85380 zeigen,
dass auch das Herz a4, nACh-Rezetoren besitzt, an die dieser Tracer spezifisch bin-
det.

Es scheint sich also bei ["*']-3-lodcytisin und 2-["®F]F-A-85380 um Tracer zu handeln,
die miteinander vergleichbar sind.

Es wurden teilweise hohere Anreicherungen des [
['®F]F-A-85380 in Leber, Magen, Darm und Nieren beobachtet. Dabei handelt es sich

um nicht spezifische Bindungen, da durch den Verdrangungsversuch mit Nikotin keine

[]-3-lodcytisin im Vergleich zu 2-

deutliche Reduzierung der Aktivitat des ['*'I]-3-lodcytisin Tracers erreicht werden konn-
te. Die im Vergleich zu 2-["®F]F-A-85380 hohen Aktivitatsanreicherungen des ['*'l]-3-
lodcytisin in den Organen Magen, Darm, Leber und Nieren sind nicht unbedingt wun-
schenswert, kdnnen aber teilweise durch die Art der Ausscheidung in den Nieren oder

aber durch einen noch naher zu untersuchenden Metabolismus (vgl. 4.7) erklart werden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das [**'l]-3-lodcytisin und das 2-["°F]F-A-
85380 sich ahnlich verhalten. Dabei fallt die rasche Auf- und Abnahmegeschwindigkeit
der radioaktiven Konzentration beider Tracer in den Nieren auf, der fur eine direkte Eli-
minierung der Tracer Uber die Nieren und die Ausscheidung tUber den Urin spricht.

In den Organen Magen, Darm, Milz und Leber konnten vor allem beim ["'I]-3-
lodcytisinteilweise sehr hohe Anreicherungen an Aktivitat gemessen werden. Selbst
durch Nikotin wurde die Aufnahme nicht beeinflusst, welches flr eine nicht spezifische
Bindung spricht. Die teilweise hohen Anreicherungen des ['*'l]-3-lodcytisins kénnen hin-

gegen fur die Bildung von Metaboliten sprechen.
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4.6.2 Vergleich von 2-['®F]F-A-85380 und [*'1]-3-lodcytisin im Hirn

In Abb. 24 sind die Messergebnisse von 2-['®F]F-A-85380 und ["*'I]-3-lodcytisin nach 60
und 180 Minuten dargestellt. Im Hirn wird dabei nach 60 Minuten in etwa die gleiche Ak-
tivitatsanreicherung gemessen.

In den restlichen Organen ist vor allem die Anreicherung der Aktivitit von [**'1]-3-
lodcytisin héher als diejenige von 2-['®F]F-A-85380. Ein dhnliches Bild bietet sich auch

nach 180 Minuten.

3,00 %

2,50 % 2,33 % 2,42 %

2,00 %
1,50 %

1,02 %

% IDI/g

0,84 %

1,00 %
0,50 %

0,00 %
Fluor 18 60 Min 3-lod131-Cyt 60 Min Fluor 18 180 Min 3-lod131-Cyt 180 Min

Abb. 24: Vergleich der Aktivitiatsanreicherung des 2-['®F]F-A-85380 und ['*'1]-3-
lodcytisins in % ID/g im Hirn nach 60 und 180 Minuten

Im Zuge der Untersuchung der Verdrangung mit Nikotin konnte bei beiden Tracern eine
deutlich niedrigere Aktivitat der jeweiligen Tracer gemessen werden und somit eine Ver-
drangung durch Nikotin beobachtet werden.

Die Ratio mit Nikotin/ohne Nikotin betrug fiir 2-['®F]F-A-85380 0,41 und fir [**'l]-3-
lodcytisin 0,57. Dies deutet also auf eine spezifische und reversible Bindung beider Tra-

cer an a4B2 nACh-Rezetoren im Hirn hin.
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Abb. 25: Vergleich der Aktivititsverteilungen des 2-["®F]F-A-85380 und [**'I]-3-
lodcytisins in % ID/g in den oben aufgefiihrten Hirnstrukturen nach 60 Minuten

Betrachtet man die einzelnen Hirnabschnitte (vgl. Abb. 25), so fallt auf, dass im Thala-
mus die hdchste Aktivitatsanreicherung von [**'1]-3-lodcytisin und von 2-['®F]F-A-85380
vorliegt. Vergleicht man die Werte des [**'1]-3-lodcytisin in Abb. 22 mit Ergebnissen in
der Literatur, so stellt man fest, dass das ['*'[]-3-lodcytisin schon nach 15 Minuten sein
Maximum an Aktivitdtsanreicherung im Thalamus mit 13,17 % ID/g erreicht, im Gegen-
satz zum 2-['®F]F-A-85380, bei dem das Aktivitdtsmaximum erst nach 60 Minuten bei 6
% ID/g erreicht wird (Horti et al., 1998). Das 2-['®F]F-A-85380 weist somit eine langsa-
mere Kinetik als ['*'1]-3-lodcytisin auf.

Nach dem Thalamus (vgl. Abb. 25) beobachtet man auch Aktivitdtsanreicherung im Cor-
tex, Hirnstamm und Cerebellum. Die Ergebnisse des 2-["®F]F-A-85380 sind, wie schon
erwahnt, mit den Ergebnissen in der Literatur vergleichbar. Entsprechend der Verteilung
der a4B2 nACh-Rezeptorendichte wird im Cortex eine Aktivitatsanreicherung von ["*']-
3-lodcytisin gemessen, die mit den oben erwahnten Daten der Literatur und unseren Er-
gebnissen mit 2-['®F]F-A-85380 vergleichbar sind.

Es zeigt sich zusétzlich eine Anreicherung des ["*'l]-3-lodcytisin im Cerebellum (vgl.
Abb. 22), die mit 2-[18F]F—A—85380 an Mausen nicht zu beobachten war. Betrachtet man
die Ratio des Cerebellums (Ratio 60/15, 0,46 und Ratio 240/15, 0,05) nach 60 und 240
Minuten und vergleicht sie mit der Ratio des Thalamus (Ratio 60/15 0,5 und Ratio
240/15, 0,3) und des Cortex (Ratio 60/15, 0,57 und Ratio 240/15, 0,14), dann kann der
rasche Abfall der Aktivitat im Cerebellum ein Hinweis darauf sein, dass es sich um eine
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nicht-spezifische Bindung des injizierten Tracers oder um einen hirngangigen Metaboli-
ten handelt.

Die Ergebnisse legen nahe, dass sich das ['*'[]-3-lodcytisin nach Uberwindung der Blut-
Hirn-Schranke in den Bereichen des Hirns mit der hochsten Dichte von a4, nACh-

Rezeptoren anreichert.

Es scheint sich somit bei [*']-3-lodcytisin um einen Tracer zu handeln, der mit '**| mar-
kiert fir das bildgebende Verfahren der SPECT geeignet sein kdnnte.

Festzuhalten gilt jedoch auch, dass teilweise hohere Anreicherungen des [*'I]-3-
lodcytisin im Vergleich zu 2-['®F]F-A-85380 in Leber, Magen, Darm und Nieren beobach-
tet wurden. Die im Vergleich zu 2-["®F]F-A-85380 hohen Aktivititsanreicherungen in die-
sen Organen sind nicht unbedingt winschenswert, kénnen aber teilweise durch die Art
der Ausscheidung Uber die Nieren oder aber durch einen noch naher zu untersuchen-

den Metabolismus (vgl. 4.7) erklart werden.

4.7 Metabolitenbestimmung

Ziel der Metabolitenbestimmung ist es, Metabolite im Blut nachzuweisen und somit die
beobachtete Verteilung bzw. Kinetik besser interpretieren zu kbnnen.

Das durch zentrifugieren erhaltene Plasma wird zur Identifizierung der Strukturen durch
die HPLC aufgetrennt.

Die Messung des Plasmas auf der HPLC-Saule ergab den ersten radioaktiven Peak
nach ca. 3 Minuten, den zweiten Peak nach ca. 14 Minuten und den dritten nach ca. 17
Minuten (vgl. Abb. 26 und Tab. 11).
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Abb. 26: HPLC 060228.6: RP 18 — Siule (LiChrospher 100) (Flow 1 ml/min) ["*'1]-3-
lodcytisin [Gradient 0:100 — 40:60 (MeCN/TFA 0,1 %)]: Nachweis von Metaboliten
in der Plasmaprobe nach 120 Minuten: Peaks nach 4, 14 und 17 Minuten auf der
HPLC.
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Q ..
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Abb. 27: HPLC 060301.3: RP 18 — Saule (LiChrospher 100) (Flow 1 ml/min) [**'I]-3-
lodcytisin [Gradient 0:100 — 40:60 (MeCN/TFA 0,1 %)] Chromatogramm des Ko-
notrollversuches (3Mischung aus Plasma und ['*'I]-3-lodcytisin). Peak nach ca. 13
Minuten, der als [**'I]-3-lodcytisin identifiziert wurde.
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Tab. 11: Retentionszeiten und die relative Intensitiat der Peaks fur die HPLC
(Plasmaprobe nach 120 Minuten). Neben dem ['*'I]-3-lodcytisin wurden auch 2 Me-
tabolite nach ca. 2-3 und 16 Minuten nachgewiesen.

Anteil Flache an der Gesamt-

Peak Retentionszeit [min] e
Reg #1 lodid 2,60 62 %
Reg #2 3-lodcytisin 13,8 28 %
Reg #3 unbekannt 16,2 10 %

Zur Verifizierung der Retentionszeiten der gefundenen Peaks wurde ein Kontrollversuch
mit einer Mischung aus Plasma und [131I]-3-Iodcytisin (val. 3.11) durchgefuhrt. Hierbei
wurde der nach ca. 13 Minuten gemessene Peak als ['*'[]-3-lodcytisin im Blutplasma
identifiziert (vgl. Abb. 27).

Neben einer relativ geringen Aktivitatsanreicherung des [**'l]-3-lodcytisins (28 %) konn-
ten im Plasma (120 Minuten) zwei Metabolite nachgewiesen werden. Wahrend der Me-
tabolit bei ca. 16 Minuten unbekannt ist, konnten etwa 60 % der Aktivitat als ['*'1]-3-lodid
identifiziert werden. Die gemessene hohe Aktivitatsanreicherung in Magen, Leber und
im gesamten Intestinaltrakt kann durch die Bildung des ["*'1]-3-lodid erklart werden. Das
lodid gelangt nicht Uber die Blut-Hirn-Schranke und man kann deshalb davon ausgehen,
dass im Hirn nur die Verteilung des intakten Tracers gemessen wurde. Es wurde jedoch
ein weiterer Metabolit entdeckt, der nicht identifiziert werden konnte und deshalb die
Hirngangigkeit weder bestimmt noch abgeschatzt werden kann. Jedoch sprechen die

Ergebnisse der Verteilung des ['*'1]-3-lodcytisins im Hirn in dieser Arbeit nicht dafiir.

Abschlie3end lasst sich aus den Ergebnissen der Metabolitenbestimmung folgern, dass
eine weitgehende Metabolisierung von [131I]—3-Iodcytisin in den ersten 2 Stunden stattge-
funden haben muss, d.h. dass eine Anreicherung an Aktivitat aufgrund von Rezeptoren-
bindung vorwiegend am Anfang stattgefunden hat. Der Metabolismus von ["'1]-3-
lodeytisins zum ["*"1]-3-lodid hat fiir die Verteilung im Hirn nur marginale Bedeutung.

Durch die Metabolisierung des ['*'[]-3-lodcytisins werden aber kinetische Berechnungen
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erschwert und es wird die Ganzkorper-Strahlenbelastung bei potentiellen Probanden er-
hoht.
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5. Zusammenfassung

Fir die Darstellung der as8, nACh-Rezeptoren sind sowohl das 2-['®F]-A85380 in der
PET als auch potentiell das [**'[]-3-lodcytisin in der SPECT gut geeignet. Damit erdffnen
beide Tracer eine weitere Mdglichkeit, degenerative Prozesse und andere nAChR-
abhangige Krankheiten im Hirn, wie die Alzheimer Erkrankung oder Parkinson, frihzeitig

zu entdecken und im Verlauf zu beobachten.

Bei der Synthese von ["*'l]-3-lodcytisin wurden zwei Verfahren angewandt. Die Radioio-
dierung mit lodogen und die Radioiodierung mit Salpetersaure. Bei der Radioiodierung
mit lodogen in TFA entstanden als Produkte nicht nur ['*'l]-3-lodcytisin, sondern auch

das verwandte [

]-(-)5-lodcytisin und weitere nicht-radioaktive Nebenprodukte. Auf-
grund ihrer héheren Ausbeute an reinem [*'[]-3-lodcytisin und der ausschlieRlichen Bil-
dung des 3-lod-Isomers wurde die Radioiodierung mit Salpetersaure zur Synthese aus-
gewahit.

Das 2-[®F]-A85380 wurde {ber die Radiofluorierung mit [*®F]-Fluorid hergestellt. Ab-
schlieRend wurden beide Tracer uber die HPLC und SPE fiur die weiteren Versuche auf-

gereinigt.

Ziel der Autoradiographie war die in vitro Darstellung der nACh-Rezeptoren in Hirnab-
schnitten bei der Umgehung der Blut-Hirn-Schranke. Es sollte bei den in vitro Versuchen

gezeigt werden, dass das [

[]-3-lodcytisin tatsachlich eine hohe Affinitat zu den asf3;
nACh-Rezeptoren aufweist.

In allen Schnitten der Mause- und Rattenhirne wurde die hochste Aktivitat des Tracers
im Thalamus gemessen. Dies war zu erwarten, da dort die héchste Dichte an asB3;
nACh-Rezeptoren vorliegt. Der Cortex und das Striatum zeigten dagegen eine relativ

geringe Aktivititsanreicherung des [**'

[]-3-lodcytisins. Im Cerebellum war wie erwartet
keine Aufnahme nachweisbar.

Festzuhalten ist, dass die Ergebnisse der Autoradiographie positiv zu bewerten sind.
Das [131I]-3-Iodcytisin ist in vitro zur Darstellung der 0432 nAch-Rezeptoren geeignet. Es

konnte hierbei die genaue Verteilung der a4p2 nAch-Rezeptoren gezeigt werden.
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Um einen Vergleich zu haben, wurde einem Teil der Mause mit 2-['®F]-A85380 ein be-
kannter o482 NACh-Rezeptor-PET Tracer injiziert. Dabei ergab sich, dass das ["*']-3-
lodcytisin mit einer vergleichbaren Aktivitat in % ID/g, wie das 2-["®F]-A85380 im Hirn
angereichert wird. Als Ergebnis lieR sich feststellen, dass auch das ["*'1]-3-lodcytisin an
die a4f32 NACh-Rezetoren im Hirn bindet. In den restlichen Organen lag die Aktivitatsan-
reicherung von ["*'[]-3-lodcytisin im Vergleich zu 2-['®F]-A85380 hoher. Durch eine Me-
tabolitenbestimmung konnte der Verdacht bestatigt werden, dass es sich hierbei um
nicht spezifische Bindungen in den Organen handelt und auRerdem signifikante Mengen

an freiem lodid gebildet werden.

Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens von ["*'l]-3-lodcytisin an die a48, nACh-
Rezeptoren im Vergleich zu 2-['®F]-A85380 wurde die Verteilung beider Tracer unter Ni-
kotingabe untersucht. Beide Tracer wurden durch Nikotin im Hirn verdrangt. Dadurch
konnte gezeigt werden, dass es sich sowohl bei 2-['®F]-A85380 als auch bei [**'I]-3-
lodcytisin um reversible, spezifische Bindungen an a432 nACh-Rezeptoren im Hirn han-
delt. Auch die Ergebnisse beim Herz lassen vermuten, dass es sich um spezifische und
reversible Bindungen an asf2 nACh-Rezeptoren handelt. In den Ubrigen Organen wurde
bei Zugabe von Nikotin sowohl beim ['*'l]-3-lodcytisin als auch beim 2-['®F]-A85380 kei-
ne Verdrangung beobachtet. Hierbei liegen nicht-spezifische Bindungen vor. Beim ["*"1]-
3-lodcytisin spielen hier die Art der Ausscheidung Uber den Verdauungstrakt und die

Harnwege, aber auch die Bildung von Metaboliten ([**'I]-3-lodid) eine Rolle.

Wie 2-['®F]-A85380 in der PET so stellt 3-lodcytisin als '’| markiert fiir die SPECT eine
Alternative zu den bestehenden Tracern dar, und zwar mit einer deutlich hdheren Halb-
wertzeit. In dieser Richtung bildet die vorliegende Arbeit allerdings nur einen ersten
Schritt. Fiir eine weitere Untersuchung mit ['*'I]-3-lodcytisin sollte eine groRere Anzahl
an Versuchstieren gewahlt werden. Damit kdnnte die Zuverlassigkeit der Ergebnisse
deutlich gesteigert werden. Als weiterflihrende Untersuchungen waren die Bestimmung
der Geschwindigkeit der Metabolisierung und die Aufklarung der hohen Aufnahme im
Cerebellum ex vivo von Interesse. Lohnend ware ferner die detaillierte Untersuchung
der Hirnaufnahme und Verteilung sowie der Verdrangung durch Nikotin innerhalb der

ersten 90 Minuten nach Injektion.
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Retentionszeiten und die relative Intensitat der Peaks fiir die
HPLC (Plasmaprobe nach 120 Minuten). Neben dem ['*'1]-3-
lodcytisin wurden auch 2 Metabolite nach ca. 2-3 und 16

Minuten nachgewiesen.
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