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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Geschichte der Radiopharmazie

Der therapeutische Nutzen von Radioaktivitdt wurde zum Ende des 19. und zu Beginn des
20. Jahrhunderts entdeckt. Dabei kann die erste radiographische Aufnahme einer Hand als
die Entdeckung des 19. Jahrhunderts angesehen werden. Diese medizinische Neuheit
gelang 1895 Wilhelm Conrad Rontgen (1845-1923), der der erste Nobelpreistrager fir
Physik wurde. Den Nobelpreis fir Physik erhielt er 1901 fur die Entdeckung der nach ihm
benannten Rontgenstrahlen.

Ein weiterer Meilenstein war die Entdeckung der Radioaktivitdt durch Antoine-Henri
Becquerel. Diese beiden Entdeckungen waren der Grundstein fur die Therapie
unterschiedlicher Krankheiten durch die Bestrahlung der erkrankten Korperregionen mit

Rontgenstrahlen von auf3en oder der Behandlung mit radioaktiven Substanzen von innen.

Chronologisch aufgefuhrt folgten:

Antoine-Henri Becquerel (1852-1908) untersuchte im Rahmen seiner Forschung
Uranverbindungen und entdeckte zuféllig ihre Fahigkeit Strahlung auszusenden [Lit 1]. Fir
diese Erkenntnis teilte er sich 1903 gemeinsam mit dem Ehepaar Curie den Nobelpreis flr
Physik fir ihre Arbeiten zur Radioaktivitéat. Nach ihm wurde auch die Radioaktivitatseinheit
Becquerel benannt, die heute als Standardeinheit zur Quantifizierung von Radioaktivitat

genutzt wird.

Marie Skiodowska Curie (1867-1934) erhielt 1903 (siehe oben) und 1911 jeweils den
Nobelpreis fur Physik und Chemie. Im Rahmen ihrer Doktorarbeit untersuchte sie zahlreiche
uranhaltige Stoffe und entdeckte gemeinsam mit ihrem Ehemann Pierre Curie weitere
radioaktive chemische Elemente wie z.B. Polonium, Radium und Thorium [Lit 2].

Nach ihr wurde auch die, heute nicht mehr so haufig verwendete, Radioaktivitatseinheit

Curie benannt.

Ernest Rutherford (1871-1937) ist der Begrinder des Begriffs Halbwertszeit, zusatzlich

erkannte er, dass jeder Zerfall eines instabilen Isotops eine Transformation eines
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Einleitung

Mutternuklids in ein Tochternuklid bedeutet, und dass jedes Element eine spezifische
Halbwertszeit besitzt, und dass es verschiedene Arten des Zerfalls gibt: a, B, y [Lit 3].

Den Nobelpreis fur Chemie hat er 1908 bekommen.

Nachdem gerade behandelnde Radiologen ebenso wie bestrahlte Patienten an den Folgen
der Radioaktivitat starben, wurde 1903 die Notwendigkeit des Strahlenschutzes erkannt
Dabei erscheint ein Zahnarzt aus Boston, Williams H. Rollins, als Vorreiter des
Strahlenschutzes, auf den er in seinen Anweisungen zu Strahlenschutz und Strahlenfolgen
hinwies.

Im Jahre 1905 grindete sich in Berlin die Deutsche RoOntgengesellschaft. Erste
Strahlenschutzgesetze wurden 1913 mit einem Merkblatt erlassen, darin ging es vorrangig

um den Schutz vor Strahlung durch Abschirmung [Lit 4, Lit 5].

1938 wurde die ICRP gegriundet, die International Commission on Radiological Protections,

welche Empfehlungen zur Dosis und zum Strahlenschutz herausgibt.

Ebenfalls 1938 gelang Otto Hahn (1879-1968, Nobelpreis fir Chemie 1944) die
Kernspaltung durch Bestrahlung von Uran mit Neutronen, wodurch Barium entstand. Seine

Erkenntnisse haben die Kernchemie und Kernphysik nachhaltig gepragt [Lit 6].

Julius Robert Oppenheimer (1904-1967) beteiligte sich an der Entwicklung der Atombombe

unter der Nutzung von Uran und Plutonium.

George de Hevesy (1885-1966) machte zusammen mit Friedrich Adolf Paneth (1887-1958)
den Anfang zu Radiotracer-Experimenten. De Hevesy gilt als der Mann, der das Tracer-

Prinzip einflhrte, durch das ein System beobachtet wird, ohne in dieses einzugreifen.

Der erste Bau eines Teilchenbeschleunigers im Sinne eines Zyklotrons gelang 1930 nach
dem Beispiel von Ernest Lawrence [Lit 7], welcher anschlieRend 1932 zum Einsatz kam.
1943 konnten im Zyklotron *C, *N, 0, ®F und 'l gewonnen werden, ebenso wie

langerlebige Radionuklide wie *H, **C, **S und *P.

Seit 1950 gibt es die Elution iber das Nuklidgeneratorsystem %*Mo/**"Tc. Das System
funktioniert folgendermal3en: Im Generator befindet sich eine mit Aluminiumoxid gefllte
Séaule. Dieses Aluminiumoxid ist mit **Mo, in Form von Molybdat (MoO,*), beladen.
Mit physiologischer Kochsalzlésung kann das entstehende *"Tc als Pertechnetat (TcO%)

von der Matrix eluiert werden. Diesen Vorgang nennt man auch ,melken®.
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9MT¢ wird seit 1972 fiir die Knochenszintigraphie in der Nuklearmedizin eingesetzt [Lit 8].

1978 kam erstmals '*FDG (2-'°Fluor-Desoxy-Glukose) zum Einsatz [Lit 9]. Von dieser
Entdeckung profitieren bis heute viele verschiedene Bereiche in der Medizin, die [**F]-FDG
zur Bildgebung des Zuckerstoffwechsels mittels Positronen-Emissions-Tomographie nutzen.

In nachfolgender Reihenfolge kamen die dazu notwendigen Gerate auf den Markt:

1903 Spinthariscop zur Sichtbarmachung von ionisierender a-Strahlung
1913 Geiger-Miiller-Messer zur Uberpriifung von moglicher Kontamination
1923 Autoradiographie friher zur DNA-Sequenzanalyse

1947  Szintillationsdetektor, Strahlungsmessgerat

1950 Scanner, Bildgeber in der Nuklearmedizin

1952 Gamma Kamera, Messung der Verteilung der y-Strahlung

1962 PET-Scanner (PET/CT seit 1999)

1963 SPECT-Prototyp, haufig verwendet in der Kardiologie u.a.

Tabelle 1. 1 listet verschiedene Einsatzbereiche einiger Radionuklide in der Medizin auf.

Tabelle 1. 1. Einsatzgebiet ausgewéahlter Radionuklide

Radionuklid Halbwertszeit In der Medizin chemisch als Einsatzgebiet
%m e 6 h 2.B. Pertechnetat/Kit Nuklearmedizinische
Szintigraphie
123 13,2 h z.B. IBZM Parkinson, Neuroblastom
7 73,1 h z.B. Chlorid Myokard Szintigraphie
i 2,8d z.B. DTPA-Octreotid Gastrointestinal-Tumoren
F 1,8 h z.B. FDG Tumore
e 0,34 h z.B. Cholin Onkologie, Kardiologie
13T 8d z.B. Nal, MIBG NeuroendokrineTumoren
Oy 267 d z.B. DOTATOC, Zevalin® Non-Hodgkin-Lymphom
Yy 6,7d z.B. DOTATATE NeuroendokrineTumoren
8sr 50,5d z.B. Chilorid Knochenmetastasen
535m 1,9d z.B. Samarium-153-EDTMP Osteosarkom
1%Re 3,8d z.B: Bisphosphonat Knochenmetastasen
““Ra 11,4d XofigoR Prostatakrebs

Die Radionuklide kdnnen abhangig von ihrer Halbwertszeit und Strahlungsart unterschiedlich
eingesetzt werden.

Dabei werden fur die Radiodiagnostik Nuklide, insbesondere (-Strahler, mit einer
Halbwertszeit von wenigen Minuten bis einigen Stunden und geeigneter Strahlungsart
eingesetzt, um die Strahlenbelastung des Patienten wahrend der Untersuchung zu

minimieren.
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Fur die Radiotherapie werden Nuklide (insbesondere '-Strahler) mit einer Halbwertszeit von

bis zu 10 Tagen eingesetzt, um einen moglichst hohen Therapieeffekt zu erhalten.

Als Vorreiter der Tracer-Methode gilt, wie oben in der Chronologie genannt, George
de Hevesy, der 1913 begann, Radioaktivitat nach Einsatz wieder aufzuspiren [Lit 10]. Dabei
verwendete er das Bleiisotop #?Pb und untersuchte damit u.a. die Selbstdiffusion von
Bleiatomen in geschmolzenem Blei [Lit 11]. Bei in-vivo-Versuchen setzte er so geringe
Mengen an Isotop ein, die keine Wirkung im Organismus erzeugten.

Ein radioaktiver Tracer ist eine Verbindung, mit der chemische und physiologische Prozesse
im lebenden Organismus verfolgt werden kdnnen, ohne in den physiologischen Prozess
einzugreifen, da die eingesetzten Isotope chemisch und physiologisch nicht unterschieden
werden kdnnen und oft sehr geringe Stoffmengen verwendet werden kdnnen. Die Verteilung
des radioaktiven Stoffes und dessen Weg im Kdrper kann durch die Strahlungsmessung in
einem geeigneten Kamerasystem von auf3en beobachtet werden. Somit kann man Einblicke
in verschiedene Stoffwechselprozesse erhalten. Das Prinzip des metabolic trapping wird
besonders am ®FDG deutlich. '®FDG wird im Koérper in Regionen mit erhohter
Stoffwechsellage gespeichert. Durch die Phosphorylierung des FDG in der Zelle kann der
Rucktransport nur sehr langsam erfolgen. Durch den Austausch einer OH-Gruppe am C-2
kann das phosphorylierte FDG nicht weiter verstoffwechselt werden und wird so vermehrt in

den Zellen eingelagert.

Die Bildung von metallorganischen Komplexen zur Gewinnung eines radiopharmazeutischen
Wirkstoffs ist in der Radiopharmazie weit verbreitet. H&aufig verwendet werden die
[®™Tc]Technetium Radiopharmaka wie Technetium-99m-Methylendiphosphonat — zur
Skelettszintigraphie oder Diethylentriaminpentaessigsdure (DTPA) zur Nieren- und
Herzszintigraphie [Lit 12], ohne die die nuklearmedizinische Routinediagnostik nicht
vorstellbar ware.

Aktuell stehen auch bei den PET-Radiopharmaka zur Verfigung, die bisher durch die
Nichtmetalle Fluor-18, Kohlenstoff-11 und Stickstoff-13 reprasentiert waren, einige PET-
Tracer, die Uber die Verwendung eines Chelatisierungagenzes Radiometalle komplexieren
[Lit 13 - Lit 18]. Dazu werden Radionuklide eingesetzt, die einen Kompromiss darstellen
zwischen kurzer Halbwertszeit zur Sicherstellung der geringstmdéglichen radioaktiven
Belastung eines Patienten, und einer ausreichend langen Halbwertszeit, sodass gentgend
Zeit zur Herstellung und Verabreichung des Tracers gewahrleistet wird. Aktuell ist das
Gallium-68 das vielversprechendste unter den Radiometallen, das als Tochternuklid aus

Germanium-68 entsteht und heute als Generatornuklid vor Ort in nuklearmedizinischen
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Einrichtungen bei Bedarf @hnlich dem Technetium-99m aus einem Radionuklidgenerator

gewonnen werden kann.

1.2 Positronen-Emissions-Tomographie

Mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET) kdnnen Stoffwechselprozesse im Korper
auf molekularer Ebene dargestellt und eine quantitative Auswertung durchgefuhrt werden.
Dem Patienten wird ein PET-Tracer, eine radioaktive LOsung, meist intravenos (i.v.) injiziert
und mittels PET-Kamera die Verteilung im Korper beobachtet und ausgewertet [Lit 19, Lit
24). Bei der PET wird der B*-Zerfall genutzt.

Positronenstrahler sind auf Grund des schlechten Protonen zu Neutronen Verhéltnisses
instabil, ein stabilerer Zustand kann durch die Kernumwandlung eines Protons (p) in ein

Neutron (n), ein Positron (e*) und ein Elektron-Neutrino (v.) erreicht werden.

pon+e+v,

X -, 9V +et + v,

Nach der i.v.-Applikation des radioaktiven Tracers wird die Verteilung durch eine PET-
Kamera verfolgt. Das freigesetzte Positron ist ein positiv geladenes Teilchen mit der gleichen
Masse und dem gleichen Spin eines Elektrons. Beim Zusammentreffen des Positrons und
eines Elektrons kommt es zur sogenannten Annihilation, d.h. einer Vernichtung unter
Ausstrahlung der zugehérigen Annihilationsenergie. Es entstehen zwei Gammaphotonen mit
je 511 keV, die in einem Winkel von 180° zueinander abgestrahlt werden. Im PET treffen sie
auf Szintillationskristalle und erzeugen dort Lichtblitze, die detektiert und in elektrische
Signale umgewandelt werden kdnnen. Die Detektoren zeichnen das Ereignis des Zerfalls
auf, wenn auf beide gegeniberliegenden Detektoren gleichzeitig ein Gammaphoton trifft
(Koinzidenz).

In einem PET-Scanner sind etwa 30.000 der kleinen Kristalle in einem Detektorring

angeordnet. Ublicherweise bestehen sie aus Lutetium- oder Gadolinium-Orthosilikaten.
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Lecomstructlon

Abbildung 1. 1: Das Messprinzip des PET [Lit 20]

Das Radiopharmakon reichert sich hauptséchlich im erkrankten Gewebe mit erhohter
Stoffwechsellage an. Zum Beispiel haben Tumore einen erhdhten Zuckerstoffwechsel. Mit
Hilfe eines Computers werden dreidimensionale Bilder der erkrankten Gewebe erzeugt. Als
Tracer wird in dem Fall ein radioaktiver Zucker (**F-FDG) verwendet und vom Kérper ohne
Unterschied zum natirlichen Zucker verstoffwechselt. Das Enzym Hexokinase phosphoryliert
FDG anschlieRend innerhalb der Zelle. FDG kann allerdings von den Zellen nach der
Phosphorylierung  nicht  weiter  verstoffwechselt werden. Die Ruckreaktion, die
Dephosphorylierung von FDG-6-Phosphat zu FDG, erfolgt, mit Ausnahme der Leber, in allen
Organen und im Tumorgewebe sehr langsam. Deshalb findet eine Anreicherung von FDG-6-

Phosphat in den Zellen statt (metabolic trapping).

Besonders vorteilhaft ist, dass sich PET und Computertomografie kombinieren lassen
(PET/CT). Moderne Geréate vereinen das PET und das CT in einem System, so dass eine
einfache Fusion der Bilder erméglicht wird. Durch die Uberlagerung der Bilder kdnnen neben
den Stoffwechselvorgdngen auch die Strukturen und Funktionen (Morphologie) des
untersuchten Gewebes dargestellt werden.

Die fur die PET verwendeten Radionuklide sind neutronenarme B*-Strahler. Hergestellt
werden sie, indem stabile Atome mit geladenen Teilchen wie Protonen oder Heliumkernen
im Zyklotron beschossen werden. Einige metallische PET-Radionuklide kénnen uUber ein

Generatorsystem gewonnen.

Die Radionuklide koénnen an geeignete Peptide/Proteine oder andere organische
Verbindungen gekoppelt werden, um gewlnschte Bereiche im Korper darzustellen. Dabei
muss bedacht werden, dass die Synthese und Qualitatskontrolle eines markierten Tracers in
drei Halbwertszeiten beendet sein sollte, sodass eine ausreichend hohe spezifische Aktivitat

(As) des Radiotracers gesichert ist.
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Die Aktivitat einer radioaktiven Substanz bezeichnet die Zahl der radioaktiven Zerfélle pro
Zeiteinheit. Die Aktivitat wird in Becquerel [Bq] gemessen, 1 Bg entspricht einem Zerfall pro
Sekunde. Veraltet ist die Angabe in der Einheit Curie [Ci] fur die Aktivitat. 1 Ci entspricht
3.7x10" Bq.

Die spezifische Aktivitat ist die Aktivitat eines radioaktiven Stoffes bezogen auf die Masse
und kann als Aktivitat pro gramm oder pro mol eines Stoffes ausgedriickt werden.

Tabelle 1. 2 listet einige PET-Nuklide und deren physikalische Eigenschaften auf.

Tabelle 1. 2:  Auswahl an PET-Nukliden [Lit 21, Lit 22]

Isotop Halbwertszeit Zerfallsart Eg+ max [KEV]
*Ga* 68 min B 1900
BF 110 min B 635
0 2,03 min B 1720
c 20 min B 960
BN 10 min B 1190

*Generatornuklid

1.3 Produktion von Fluor-18

Fluor-18 eignet sich mit seiner Halbwertszeit von ca. 109 Minuten und der maximalen B*-
Energie von 635 keV sehr gut als Radionuklid fur die Anwendung in der PET, da zum Einen
die kurze Halbwertszeit eine geringe Strahlenbelastung des Patienten bewirkt und zum
Anderen die geringe Positronenenergie eine hohere Auflosung der PET-Aufnahme durch
eine im Vergleich niedrige Energie ermdglicht. Fluor-18 kann tber verschiedene Reaktionen
am Zyklotron in unterschiedlicher chemischer Form produziert werden.

Das zur Herstellung geeigneter PET-Tracer verwendete '°F-Fluor kann sowohl als
nukleophiles *®F-Fluorid als auch als elektrophiles *®F,-Fluorgas erhalten werden.
Tabelle 1. 3 stellt die beiden Formen gegeniber.

Tabelle 1. 3 Fluor-18 in verschiedenen chemischen Formen

Target Vorlaufer Spezifische Aktivitat Zu erhalten als

Ne[F,] [°FIF, 0,037 GBg/umol Elektrophil

H,'°0 [®°Flaq* <740 GBg/umol Nukleophil
*WAassrig

1.3.1 Elektrophile Fluorierung

Zur elektrophilen Reaktion wird notwendigerweise ['®F]F, verwendet. Es kann nicht tragerfrei
produziert werden, da das [*®F]F,-Molekiil zu seiner Stabilisierung den Zusatz einer geringen
Menge F, im Target benétigt und somit das [**F]F, ein radioaktives und ein stabiles
Fluoratom enthélt. Das liegt daran, dass bei einem [**F]F,-Molekiil nur ein Fluoratom auf

Kohlenstoff Ubertragen wird. Das bedeutet fur die radiochemische Ausbeute, dass im besten
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Fall eine maximale Ausbeute von 50% méglich ist. Angewendet wird [*®F]F, aktuell nur, wenn
eine nukleophile Fluorierung nicht moglich und eine hohe spezifische Aktivitat nicht
erforderlich ist. Dies war z.B. der Fall bei der Darstellung von L-[**F]-Fluor-DOPA. Diese
Herstellungsmethode wird aber zurzeit durch einen neuen Nucleophilen-Tracer ersetzt [Lit
23].

1.3. 2 Nukleophile Fluorierung

Uber die *0(p,n)*®F Kernreaktion hergestelltes Fluor-18 stellt die Methode der Wahl des
tragerarmen Radionuklids dar. In diesem Fall wird **0O-angereichertes Wasser mit Protonen
bestrahlt und Fluor-18 als Fluoridanion erhalten [Lit 25 - Lit 26].

Radionuklide kann man verwenden:
- Tragerfrei (carrier-free c.f.)
- Tragerarm (no-carrier-added n.c.a.)

- Getragert (carrier-added c.a.)

»1rager‘ bedeutet eine Isotope-Verunreinigung oder die Anwesenheit von stabilen Isotopen.
Tragerfrei (carrier-free) stellt die ideale Situation dar. Dazu gehort das Verstandnis zur
spezifischen Aktivitat. Die spezifische Aktivitat wird berechnet als Gesamtaktivitat pro Menge
mit einer Einheit von GBg/mmol, GBg/ml oder GBq/g.

Unter tragerarmen Systemen (no-carrier-added) versteht man die Verwendung eines
Radionuklids ohne bewussten Zusatz von einem stabilen Isotop. In natirlichen Elementen ist
oft eine ,Verunreinigung“ des Radioisotops mit stabilen Isotopen dieses Elementes zu
erwarten. Das bedeutet, dass der Zustand der Tragerfreiheit nicht erreicht werden kann.

Bei Synthesevorschriften ist die Angabe ,ohne zugesetzten Trager‘ (no-carrier-added)
Ublich.

Gertragerte Synthesen (carrier-added) findet man naturgemaf bei der Verwendung von
elektrophilem *®F,, da zur Halfte stabiles Fluor enthalten ist.

Ein Tragerzusatz ist tblicherweise nicht erwinscht, weil dadurch die spezifische Aktivitat
stark herabgesenkt wird. Eine hohe spezifische Aktivitat ist notwendig, wenn toxische bzw.
zentral wirksame Radiotracer verwendet werden, um unterhalb ihrer wirksamen Dosis-

Konzentration zu bleiben.

Bei nukleophilen Substitutionesreaktionen werden organische Lésungsmittel wie Acetonitril
(MeCN), N,N-Dimethylformamid (DMF) oder Dimethylsulfoxid (DMSO) eingesetzt.
Zur nukleophilen Reaktion wird **F-Fluorid verwendet, welches tragerarm hergestellt werden

kann und nach der Produktion als Anion in wassriger Losung vorliegt. Da durch die hohe
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Elektronegativitat des Fluorids eine leichte Protonierung zu Fluorwasserstoff erfolgen kann,
sollten fur die Reaktion nur aprotische Losungsmittel wie z.B. Acetonitril oder
Dimethylformamid eingesetzt werden. Zusétzlich wird die Reaktion in einem basischen Milieu
durchgefuhrt, um eine Protonierung wahrend der Reaktion zu verhindern.

Eine direkte nukleophile Fluorierung setzt somit basisches Milieu ebenso wie thermische
Stabilitéat der Tracer, die bei Proteinen nicht oft gegeben ist, voraus. Eine Umgehung dieser
Bedingungen ist der Einsatz eines bereits mit **F-Fluorid markierten Prekursors sogenannter
prosthetischer Gruppen. Bei Einsatz prosthetischer Gruppen wird eine Verbindung mit *®F-
Fluorid direkt fluoriert und anschlieRend z.B. mittels **F-Fluoralkylierung, *®F-Fluoracylierung
oder einer *®F-Fluoramidierung, in einem zweiten Reaktionsschritt, eine indirekte Markierung

durchgefihrt.

1.4 Nuklide aus dem Generator

Generatorsysteme sind Mutter-Tochter-Nuklidsysteme, die gewahrleisten, dass die
Radionuklide fast standig verfligbar sind. Dabei ist das Mutternuklid auf einer festen Matrix
fixiert. Das Tochternuklid wird durch den Zerfall (RiickstoRR) geldst und kann in einer hohen
chemischen Reinheit von der Matrix eluiert werden. Die Produktion des Mutternuklids erfolgt
meist in Kernreaktoren. Fur den idealen Gebrauch von Generatoren sollte das Mutternuklid
eine langere Halbwertszeit haben als das Tochternuklid.

Ein prominentes Beispiel ist das System des *Mo/**"Tc-Generators mit einer kleinen
Generatorsaule, einer hohen spezifischen Aktivitat von Molybdan-99 und einem geringem
Elutionsvolumen. Auf Grund der leichten Handhabung sind viele Szintigraphie-Tracer mit
Tc-99m entwickelt worden.

Einige andere wichtige Positronenstrahler-produzierende  Generatorsysteme  zur
Verwendung fir die PET sind °Ge/®Ga, %Sr/*Rb, °%zn/®?Cu. Das ®Ge/**Ga-
Generatorsystem besitzt eine Halbwertszeit von ca. 270 Tagen fur das Mutternuklid und ca.
68 Minuten fur das Tochternuklid. Die Halbwertszeit des Mutternuklids erlaubt die
Verwendung des Generators fur ca. 9 Monate. Durch verbesserte Reinigungsprozesse (post-
processing) ist das Tochternuklid in hoher Reinheit erhaltlich und somit ann&hernd frei von

stérenden Fremdmetallen.

1.5 Instabile atherosklerotische Plaque

Die haufigste Ursache von akuten Koronarsyndromen ist die Ruptur einer
atherosklerotischen Plaque der Koronargefal3e. Mehrere Faktoren wie z.B. die Apoptose von
glatten Muskelzellen fihren zu einer Destabilisierung der Plaques. Es konnte gezeigt

werden, dass die Bildung von Atherosklerose ein entscheidender Faktor bei der Entstehung
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von Koronaren Herzkrankheiten und des Myokardinfarkts ist. Atherosklerose ist eine
chronisch entzundliche Erkrankung, bei der es durch eine endotheliale Stérung und eine
subendotheliale Anh&ufung von oxidiertem Cholesterin zu einer Aktivierung des Endothels
mit darauffolgendem Einstrom von Monozyten in die Gefaldwand kommt [Lit 27 - Lit 29].

Die oxidativ verdnderten Lipide werden von Makrophagen aufgenommen, diese werden
dadurch zu sogenannten Schaumzellen, welche gemeinsam mit ebenfalls eingewanderten
T-Zellen eine entziindliche Reaktion in der Intima verursachen. Durch die Einwanderung von
glatten Muskelzellen aus der Tunica media (mittlere Schicht von Arterien und Venen) und
die Produktion von Kollagen kommt es zur Bildung einer fibrosen Kappe. In weiterer Folge
kann es durch das Absterben von Zellen zur Bildung eines nekrotischen Kerns und durch
die Produktion von Proteinasen zu einem Ausdiinnen der Kappe kommen. Eine Plaqueruptur
oder eine oberflachliche Erosion fiuhrt zum Kontakt zwischen dem Blut und dem stark
gerinnungsaktivierenden Inhalt der Plaque. Dadurch kann es zur Bildung eines Thrombus
kommen, welcher zu einem Gefal3verschluss und somit zur Entstehung eines akuten

Koronarsyndroms filhren kann.

Pathophysiology of ACS:
Disrupted Plaque

- — Plagque
) rupture

Complete— - Incamplete
coronary s lysis, cofonary
occlusion «— repalr, and wall < ocglusion
/ remodeling
Large lipid core
Temporary resolution

Acute of instability Unstable angina
STEMI Future high-risk or NSTEMI

lesion

Adapted from Yeghlazerians ot al. N Eng/ J Med. 2000:342:101-114,

Abbildung 1. 2: Darstellung der Ruptur atherosklerotischer Plaques [Lit 30]

Inzwischen ist bekannt, dass die meisten Infarkte (ca. 60 - 80%) in Bereichen entstehen, die
in den Monaten zuvor nicht signifikant stenosiert waren [Lit 31, Lit 32].

Diese und andere Ergebnisse haben dazu gefiihrt, dass man sich auf die Suche nach dem
Plague-Typ macht, der besonders geféahrdet ist zu rupturieren. Diese Plagues werden als
,vulnerable Plaques“ bezeichnet. Es handelt sich um Fibroatherome mit groflem
nekrotischem Kern und einer diinnen fibrésen Kappe [Lit 33 - Lit 36].

Der nekrotische Kern entsteht durch Apoptose und Nekrose von Makrophagen. Die fibrose
Kappe der Plaque, die den stark gerinnungsaktivierenden Inhalt der Plaque vom Blutfluss

trennen soll, wird dinner und anstelle glatter Muskelzellen finden sich Makrophagen und
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T-Lymphozyten. Verschiedene Faktoren wirken als Stressfaktoren auf die Kapazitat der
Kappe, die nun einreil3en kann.

Die Plaqueruptur kann oft fur die Entstehung eines Thrombus im Rahmen der Athero-
sklerose verantwortlich sein.

Auffallig in diesem Zusammenhang ist das Einsetzen der Apoptose, also des
programmierten Zelltodes, die eine wichtige Rolle in der Destabilisierung von Plaques spielt,
da instabile koronare Plaques vermehrt Apoptose zeigen [Lit 29, Lit 31, Lit 33, Lit 34, Lit 37 -
Lit 39].

Zur Diagnose ist eine Technik notwendig, welche das Rupturrisiko realistisch beurteilt und an
sich keine VergroRerung des Risikos verursacht. Um das zu gewahrleisten, werden
bevorzugt nichtinvasive Techniken angewendet, wie z.B. Myokardperfusionsszintigraphie,
Computertomographie (CT) oder Magnetresonanztomographi (MRT).

Eine weitere vielversprechende, nichtinvasive Methode ist die Darstellung mittels Positronen
Emissions Tomographie (PET). Dazu wird mit der Radiomarkierung geeigneter Tracer, wie
z.B. AnnexinV eine Mdglichkeit zur Verfigung gestellt, zellulare und molekulare
Stoffwechselprozesse zu identifizieren. Vulnerable Plaques und damit verbunden die
Bewertung des Risikos der atherosklerotischen Komplikationen k&nnen zuverlassig
dargestellt werden [Lit 40].

1.6 Annexin V zur Apoptosedetektion

Abbildung 1. 3: Struktur des Annexin V nach der Protein Data Bank

Annexin V ist ein Protein, welches zur Familie der Annexine gehdort. Das Protein besteht aus
319 Aminosauren mit einer molekularen Masse von 35800 Dalton. Alle Annexine weisen
eine a-helikale Faltung auf. Die allgemeine Struktur der Annexine ist gekennzeichnet durch
einen Annexinkern und einer kurzen, variablen N-terminalen Doméane. Der Annexinkern

besteht aus vier sich wiederholenden Segmenten (die Ausnahme bildet Annexin VI mit acht),
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die jeweils ca. 80 Aminosauren lang sind. Zwischen den Helices befinden sich Ca?-
Bindungsstellen. Annexin V enthdlt bis zu 22 Lysinreste [Lit 41, Lit 82].

Schon frih konnten dem Annexin V Eigenschaften nachgewiesen werden, die Einfluss auf
die Verhinderung der Blutgerinnung haben [Lit 42]. Diese Wirkung entsteht unter anderem
durch die Affinitait des AnnexinV, calciumabhéngig an Phosphatidylserin zu binden.
Phosphatidylserin ist ein Phospholipid, das sich auf der Zelloberflache von apoptotischen
Zellen befindet [Lit 43 - Lit 45]. Durch diese Eigenschaften wird Annexin V zur Detektion der
Apoptose, dem programmierten Zelltod, eingesetzt.

S

AuBiere Membran { Annexin V l
-

Innere Membran

Normale Zelle Apoptotische Zelle

Abbildung 1. 4: Darstellung der Apoptosedetektion mittels Annexin V, Verdnderung
der Lipiddoppelschicht wahrend der Apoptose unter Exposition von
Phosphatidylserinen (rote Kreise) auf der auf3eren Membran [Lit 46].

Eine fehlgeleitete oder auch vermehrte Apoptose tritt bei verschiedenen Erkrankungen wie
beispielsweise Krebs, Autoimmunkrankheiten oder neurodegenerativen Erkrankungen auf
[Lit 47].

Fur die Detektion mit radioaktiven Tracern konnen verschiedene Aminosaurestellen

des Annexin modifiziert werden und ein radioaktives Atom eingefligt werden [Lit 48, Lit 49].

1.6.1 Annexin Radiotracer

Aufgrund der bekannten Eigenschaften von AnnexinV zur Apoptosedetektion wurde
Annexin V bisher mit Fluorescein fir die Durchflusszytometrie verwendet. Au3erdem wurde
es mit unterschiedlichen Radionukliden markiert wie z.B. *°"Tc, 2%, *C, ®F oder ®Ga fiir die
Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (SPECT) oder fir die Positronen-
Emissions-Tomographie [Lit 50]. Besonders langlebig ist hier das metallische Nuklid *™Tc
mit einer Halbwertszeit von 6 Stunden, und damit gut geeignet fur die SPECT. AulRerdem ist
es dauerhaft und kostengiinstig verfiigbar durch den Bezug aus dem **Mo/**"Tc-Generator.
Um einen geeigneten Tracer mit ®"Tc herzustellen, gibt es zunachst die Methode der
Bildung von %™Tc(CO)s-Carbonylkomplexen. Dieser Precursor kann anschlieRend

beispielsweise an das Histidin des hisg-Annexin V binden [Lit 51].
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Eine weitere Methode zur Bildung eines **™Tc-Annexin V-Tracers ist die Verwendung von
HYNIC (Hydrazinnikotinamid). HYNIC ist ein bifunktionelles Chelatisierungsagenz, das bei
der Molekularen Bildgebung eingesetzt wird. Dabei konjugiert die Carbonsaure mit einer
Aminogruppe des Annexins. Mit dem *"™Tc¢ bildet sich unter Zugabe eines Reduktionsmittels
ein ®"Tc-HYNIC-Chelatkomplex. Eine Apoptosedetektion mit **"Tc-Annexin V (ber die
Chelatisierung des Radionuklids mit HYNIC wurde in der Literatur beschrieben [Lit 52, Lit
53].

1.7 Aluminium-Komplex-Chemie

Dreiwertige Aluminiumionen AP**

komplexieren negativ geladene lonen, abhéngig von der
Elektronegativitat der Liganden [Lit 54].

Dabei bilden sich verschiedene Aluminiumverbindungen, die stark pH abhangig sind.
Die freie A**-Konzentration verandert sich drastisch mit unterschiedlichen pH-Werten (siehe
unten) [Lit 55].

AI(OH)® + 3H" — APP* + 3H,0

Al(OH); + OH™ — [AI(OH)4]

Abbildung 1. 5: Reaktion von Aluminiumhydroxid in sauren (pH-Wert <6) und in basischen

(pH-Wert >9) Lésungen
Bei htheren pH-Werten (pH 9-10) wird der Al**/Wasser-Komplex deprotoniert und es bilden
sich mehr dreiwertige Komplexe mit der OH-Gruppe. Mdéglich sind auch Komplexe der Art

(HO)AIF5™ und [AI(OH).] [Lit 56].

Im wassrigen Milieu bestehen folgende Gleichgewichte abhangig vom pH-Wert der Losung
(siehe Abbildung 1. 6).

20



Einleitung

[AI(H,0)6]** — [AOH)(H0)s]" = [A(OH)5(H,0).]"
pH<6 pH 3-7 pH 4-8
[AOH)s(H0)"  —w  [AOH)(HO)] — —m [A(OH)3(H,0)5]
pH hoch pH>6 pH 5-9

[AI(OH)e]*

pH sehr hoch

Abbildung 1. 6: Die wéassrige Chemie der Kationensaure [AI(H20)6]3+, die pH-Angaben beziehen

sich auf eine 10° molare Lésung [Lit 57].

Aluminiumfluoride sind starke Lewis-Sauren, das heifdt, das Aluminium-Zentrum reagiert im

wassrigen Milieu ztgig mit OH-Gruppen bzw. mit H,O.

In neutraler wassriger Losung (pH 6) bilden sich vorzugsweise Hexakoordinate, mit zwei
Wassermolekilen in der Form (H,O),AlF, [Lit 54]. Deren geometrische Struktur wird am

Beispiel der oktaedrischen Anordnung von [Al(H,O)s]** deutlich (siehe unten).

Bei niedrigeren pH-Werten entsteht durch die frei vorliegenden Protonen vermehrt HF. In der
Gegenwart von Citraten, EDTA und Phosphaten, wird das Fluorid aus dem AI** Komplex
verdrangt, da diese Chelatisierungsagenzien eine starkere komplexierende Wirkung auf das
Aluminium haben, da deren Komplexbildungskonstante hoher ist als fur Fluorid. In schwach
sauren Lésungen ist mehr freies AI** in der Lésung, und weniger OH-Gruppen, daher bilden
sich AI**-Komplexe mit Fluorid. Somit spielt der pH-Wert bei der Komplexbildungsreaktion
eine wichtige Rolle, die bei der Reaktionsplanung nicht aus den Augen verloren werden

sollte.
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Durch AI-NMR- und F-NMR-Spektroskopie konnten folgende Strukturen bei einem pH von

5,25 festgestellt werden:

[Al(H,0)sF]**

[Al(H20)4F]"

[Al(H20)3F3]

Bei einem pH von 3,24 - 4,40 tberwogen Al-F und Al-F; in wassriger Losung als Komplexe
mit Wasser.

Bei der Verwendung von Puffern oder Lésungsmitteln ist zu beachten, dass Aluminium auch
andere Komplexe, wie schon oben beschrieben, bilden kann. Die folgende Abbildung

1>

verdeutlicht z.B. die verschiedenen Komplexe von AI*" mit Citronensaure.

H.Cit + AI*
i
H-Cit + H™ + AIF™ == [AIH_Cit]*” + H”
I !
HCit = 2H™ =« APF- == [AIHCIit]” + 2H~
! !
Citt™ + 3H™ + AP - [AICit] + 3H™

!

[AIH_Cit] + 4H"

Abbildung 1. 7: Reaktionsschema der Komplexierung von AI** mit Citronensaure.
[Lit 58, Lit 59]

Die Bildung von Komplexen richtet sich nach dem pH-Wert, der Elektronegativitat der

Liganden und nach dem HSAB-Prinzip (Konzept der harten und weichen Sauren und Basen;

engl. hard and soft acids and bases).

22



Einleitung

Das HSAB-Prinzip/Konzept wurde von Ralph G. Pearson 1963 beschrieben und lautet:

,Harte Sauren verbinden sich bevorzugt mit harten Basen und weiche S&uren verbinden sich

bevorzugt mit weichen Basen.*

Betrachtet wird hierbei die Elektronegativitat und die Polarisierbarkeit des Teilchens.

Tabelle 1. 4 verdeutlicht die Zuordnung der Elemente und Gruppen anhand einiger Beispiele.

Tabelle 1. 4:

Einteilung in harte und weiche Sauren und Basen

Harte Sauren und
ihre Eigenschaften

Harte Basen und ihre
Eigenschaften

Weiche Sauren und
ihre Eigenschaften

Weiche Basen und
ihre Eigenschaften

geringe
Elektronegativitat,
geringe
Polarisierbarkeit

hohe
Elektronegativitat,
geringe
Polarisierbarkeit

Rel. hohe
Elektronegativitat,
hohe Polarisierbarkeit

Rel. geringe
Elektronegativitat,
hohe Polarisierbarkeit

2.B. H*, A", K*, Ga*,

z.B.OH, F", SO,*

z.B.Cu’, Ag’, I,

z.B.1, SCN', R,S

Fe**, ca®

1.8 Markierung von NOTA-Derivaten mit Al-*®F-Komplex

2009 wurde die Methode der Markierung von NOTA-Derivaten mit Al-**F-Komplexen
entwickelt [Lit 60]. Dabei ging es um die Herstellung geeigneter PET-Tracer im Bereich der
Onkologie, welche mit einer neuartigen Aluminiumfluoridkomplexierung u.a. das bekannte
BEDG ablésen sollten. Fluorid bindet an viele Metalle, daher ist die Bildung eines Metall-
Fluorid-Komplexes eine Madglichkeit zur Umgehung von nukleophilen Substitutions-
reaktionen. Ein geeigneter Tracer entsteht (ber die Chelatisierung des Metall-Fluorid-
Komplexes durch ein Chelatisierungsagenz und der Kopplung an ein Biomolekadil.

Diese Art der Markierung wurde in der folgenden Zeit durch die Markierung eines NOTA-
Octreotid-Konjugates weiterentwickelt [Lit 61, Lit 62].

In einer weiteren Arbeit wurde z.B. die in vivo Stabilitat von °®Gallium und *°F-Fluorid
markierten Antikérpern verglichen. Dabei wurde die Bioverteilung, bzw. die Aufnahme in
Tumorzellen beobachtet im Unterschied zu der Aufnahme in inflammatorischen L&sionen.
Die Aufnahme der markierten Antigene wurde verglichen mit der Aufnahme von **F-FDG in
cancerogenen Zellen, welches vorwiegend bei Tumoren angewandt wird. Dazu wurden ein
NOTA-Derivat (fiir Al-*®F-Komplex) und DOTA-Derivat (fiir ®*Gallium) markiert [Lit 63].

In einer weiteren Arbeit konnte demonstriert werden, dass eine komplette Umsetzung der
Markierungsreaktion mit Aufreinigung in einer Gesamtzeit von 30 Minuten gelingt. Es gelang
Ihnen das Produkt ohne zeitaufwendige chromatographische Trennung von nicht markiertem
Peptid abzutrennen. Dies wurde am Beispiel eines NOTA-derivatisierten Peptids mit Al-'®F-
Komplex durchgefihrt [Lit 64].
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Chelatisierung von Al-*®F-Komplex durch ein
geeignetes Chelatisierungsagenz in einer ,One-Pot‘-Methode hohe radiochemische
Ausbeuten in wassrigem Milieu erzielt [Lit 65, Lit 66]. Die gleiche Markierungsmethode
konnte auch fur die Markierung eines hitzeunempfindlichen Antikérpers bei einer Temperatur
von 105 °C durchgefihrt werden [Lit 67].

Mit Al-*®F-Komplex markierte PET-Tracer konnten, unter anderem, bei verschiedenen
Tumorerkrankungen angewendet werden. Dazu konnten je nach diagnostischer
Notwendigkeit verschiedene Peptide an ein NOTA-Derivat gebunden und anschliel3end
markiert werden. Mit dieser Methode konnte schon das Peptid Bombesin [Lit 68] sowie das
prostata-spezifische Membran Antigen PSMA [Lit 69] mit hohen Ausbeuten markiert werden.

Markierung mit dem Al-'®*F-Komplex wurde auch in weiteren Arbeiten aufgegriffen und bildet
eine der Grundlagen dieser Arbeit. Als geeignetes Chelatisierungsagenz, das den Al-®F-
Komplex chelatisieren sollte, wurde NOTA gewahlt, nachdem die Markierung anderer

Chelatisierungsagenzien mit Al-**F-Komplex scheiterte.
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2. ZIELSETZUNG

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte ein potentieller PET-Tracer zur Detektion
atherosklerotischer Plaques entwickelt werden. Da kardiovaskulare Erkrankungen weltweit
zunehmen und Komplikationen durch die Ruptur vulnerabler atherosklerotischer Plaques
verursachen, werden Friuherkennungsmal3nahmen bengtigt, die dank der Bildgebung durch
Positronen-Emissions-Tomografie (PET) nichtinvasiv erfolgen kdnnen. Somit kann selbst der
Grad der Vulnerabilitéat durch molekulare Bildgebung bestimmt werden [Lit 40, Lit 70, Lit 71].
Aufgrund seiner bekannten Eigenschaft — Detektion von apoptotischen Zellen in athero-
sklerotischen Plaques —wurde das Protein Annexin V ausgewahlt, das nach Radio-
markierung mit einem geeigneten PET-Nuklid als PET-Tracer eingesetzt werden kdnnte
[Lit 14, Lit 50, Lit 72].

Die Markierung des Proteins Annexin V durch ein geeignetes PET-Radionuklid sollte Uber

ein bifunktionelles Chelatisierungsagenz erfolgen.

Bifunktionellen Chelatisierungsagenzien kommen in dieser Arbeit eine bedeutende Rolle zu,

da sie:

1. als Mittler (Linker) zwischen Protein und Radionuklid fungieren und die Radio-
markierung durch Komplexbildung des Chelatisierungsagenzes mit dem Radionuklid
erfolgt

2. eine geeignete Kopplungsgruppe (z.B. eine Isothiocyanatgruppe in unserem Fall)

dem Protein zur Verfigung stellt

In der Regel werden Proteine, die mit einem bifunktionellen Chelatisierungsagenz gekoppelt
werden, “unmittelbar mit metallischen Radionukliden wie z.B. ®®Gallium markiert [Lit 17, Lit
73, Lit 74]. Die Markierung von Chelator-Protein-Konjugaten gelingt bei Nichtmetallen
alternativ Uber prosthetische Gruppen, beispielsweise bei Verwendung von Radiohalogenen
wie lod-131 oder Fluor-18 [Lit 75]. Fur derartige chemische Reaktionen, die haufig auch noch
das Abspalten von Schutzgruppen erforderlich machen, sind in der Regel langere
Reaktionszeiten nétig.

AulRerdem bendtigen die Reaktionen haufig erhohte Temperaturen oder laufen
typischerweise in organischen Losungsmitteln ab, im Gegensatz zu einer uUblicherweise in
wassriger Losung direkt ablaufenden Komplexbildungsreaktion. Im Falle der Markierung von
Proteinen werden diese durch hohe Temperaturen sowie organische Ldsungsmittel haufig

denaturiert und somit biologisch inaktiv und binden nicht mehr an das zu detektierende
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Biomolekll. Aus diesen Grinden sollte die Markierung des AnnexinsV durch

Komplexbildung in wéassriger Losung erfolgen.

Eine Herausforderung ergab sich nun in der Hinsicht, dass die typischerweise zur Verfigung
stehenden PET-Isotope ®*Gallium und ®F-Fluorid nur kurze Halbwertszeiten aufweisen
(68 min bzw. 110 min). ®Gallium stellt ein metallisches Nuklid dar, welches in dieser Hinsicht
die Markierungsstrategie erfillt, jedoch mit einer Halbwertszeit von nur 68 Minuten
moglicherweise nicht ideal kompatibel mit der Biokinetik des Annexins V ist. ®F-Fluorid
hingegen, mit einer Halbwertszeit von 110 Minuten kommt der Biokinetik entgegen, ist
jedoch als Halogen typischerweise nicht in der beschriebenen Komplexreaktion einsetzbar.

Relativ neu ist eine Markierung des BE_Fluorid nicht Uber eine Substitutionsreaktion, sondern
Uber Bildung eines Aluminium-Fluorid-Komplexes (Al-**F-Komplex), sodass ein
metallahnlicher Charakter erzeugt wird [Lit 61, Lit 62, Lit 65, Lit 68, Lit 76 - Lit 80].

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Isothiocyanatgruppe des Chelatisierungsagenzes und
die Aminogruppe eines Lysinrestes des Proteins Annexin V unter Bildung eines Chelator-
Protein-Konjugats miteinander gekoppelt werden. Als preisglinstigere Modellproteine sollten

in Vorversuchen die Proteine Albumin und Avidin dienen.

Der Ablauf der Arbeit war daher wie folgt geplant:
1. Zunachst sollte die radioaktive Markierung verschiedener bifunktioneller
Chelatisierungsagenzien p-SCN-Bn-NOTA, p-SCN-Bn-DOTA, p-SCN-Bn-Oxo-DO3A
und p-SCN-Bn-PCTA sowohl mit ®Gallium als auch mit Al-*®F-Komplex im Hinblick

auf die radiochemische Ausbeute untersucht und optimiert werden.

2. AnschlieBend sollten die Kopplungsreaktionen der einzelnen Chelatisierungs-
agenzien zunachst mit einfachen Modellaminen wie Dibutylamin und n-Butylamin
untersucht werden. Auch hier sollten sowohl die Kopplungsreaktion als auch die

Radiomarkierung optimiert werden.
3. Im Anschluss daran sollten die Modellproteine Albumin und Avidin mit geeigneten

Chelatisierungsagenzien gekoppelt und hinsichtlich optimaler Radiomarkierungs-

bedingungen untersucht werden.
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4. SchlieBllich sollte das Zielprotein Annexin V an geeignete Chelatisierungs-
agenzien gekoppelt und anschlieRend mit ®®Gallium und Al-**F-Komplex markiert

werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN
3.1 Chemikalien
Tabelle 3. 1:  Verwendete Substanzen
Substanzklasse | Substanz Hersteller Reinheit
p-SCN-Bn-NOTA [1]* Macrocyclics 94%
Chelatisierungs | p-SCN-Bn-DOTA [2]* Macrocyclics 94%
agenzien p-SCN-Bn-oxo-DO3A [3]* Macrocyclics 94%
p-SCN-Bn-PCTA [4]* Macrocyclics 94%
Amine Dibutylamin Merck 97%
n-Butylamin Merck 97%
BSA 66 kDa Sigma Aldrich 98%
Proteine HSA 66 kDa Sigma Aldrich 97%
AvidinTetramer 66 kDa Sigma Aldrich 97%
Annexin V 35,8 kDa abcam 98%
®8Gallium Generator IDB Holland
Nuklide 18 . Eckert & Ziegler (Bonn),
F-Fluorid Zyklotron (Siemens)
Octansulfonsaure Natrium Salz Merck LiChropur
Phosphorsaure VWR 85%
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure Carl Roth 299,5%,
Puffer (HEPES)
Phosphate Buffered Saline (PBS) | Merck
Natriumacetat Carl Roth 298,5%
Aluminiumchlorid-Hexahydrat Carl Roth 295%
Citratpuffer pH 5 Carl Roth
Ammoniumacetat (3M) Merck 297%
Dimethylformamid Sigma Aldrich Wasserfrei
Lésungsmitteln Acetonitril VWR HPLC-grade
Wasser VWR HPLC-grade
Methanol Sigma Aldrich Wasserfrei
Salzséaure (1M HCI) Merck
Ethanol Carl Roth 96%
Weitere Ammoniak Carl Roth 30%
Chemikalien Trifluoressigsaure Sigma Aldrich 99%
Natriumhydrogencarbonat Carl Roth 99%
Natriumchloridlésung (0.9%) B. Braun

* Nachfolgend werden alle Chelatisierungsagenzien abgekurzt jeweils nur Chelator-NCS genannt oder NOTA-

NCS usw.
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[1] p-SCN-Bn-NOTA: C19H»5N406S x 3 HCI; M = 559,9 g/mol

[2] p-SCN-BNn-DOTA: C24H33Ns05S x 2,5 HCI x 2,5 H,O; M = 688,0 g/mol
[3] p-SCN-Bn-0x0-DO3A: C,,H30N,0;S x 3 HCI; M = 603,9 g/mol

[4] p-SCN-Bn-PCTA: C25H29N506S x 3 HCI; M = 637,0 g/mol

3 HCl 2.5 HCI
N, HOOC—_ ,/—\ ,—COOH 2:5H:0
~ ‘c\\ N N
Hooc” N NJ cooR s [N N]/\Q\N
Ca HOOC—  \_/ “-COOH Csg
HoOC
[1] [2]
X
(\Oﬁ COOH ‘ D 3 HCI
N N s Hcl N COOH
Hooc LN N N
HOOC K/N\)/\@
COOH Nig N
s COOH Nee
[3] [4] =S
[6] Dibutylamin: CgHygN; M = 129,2 g/mol
[7] n-Butylamin: C4H;;N; M = 73,14 g/mol
H ~~_ NH,
\/\/N\/\/
(6] [7]

3.2 Materialien und Geréate

Fur die DUnnschichtchromatographie wurden DC-Silica-Gel-Platten 60 F,s, und iTLC-Platten
der Firma Macherey & Nagel ebenso wie GF-DC-Platten verwendet. Zur Messung des pH-
Wertes kamen Neutralit pH-Messstabchen mit einem pH-Bereich 5-10 und Alkalit pH-
Messstabchen mit einem pH-Bereich 0-6 zum Einsatz (beide Firma Merck). Alle Lésungen
und Reaktionen wurden in nunc cryo-tube-vials 1 ml hergestellt und durchgefiihrt. Die HPLC-
Anlage bestand aus zwei Kontron 322 Pump-Systemen und einem UV/Vis-Detektor
(432 Kontron, Wellenlange 254 nm) und einem Nal-Radiodetektor der Firma Raytest.
Die computergestiitze Kontrolle des Systeme wurde mit der Ramona-Software von Raytest
durchgefuhrt. Die UV- und Radiosignale wurden mithilfe der Gina-Star-Software

aufgezeichnet und integriert.
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Bei Nutzung der C18-RP-Saule wurde eine R(eversed) P(hase)-C18-Saule von der Firma
Agilent Technologies (LiChrosorb, RP-18, 200 x 4,6 mm, 5 pum) verwendet. Ebenso bei
grolReren Molekilen (Proteinen) eine C18 und eine C4-Saule der gleichen Firma (Nucleosil
EC 250/4.6 300-5 Cyg (250 mm x 4.6 mm, PartikelgroBe 5 pm, Porenweite 300 A), und
Nucleosil 300-5 C,, 250 mm x 4.6 mm, PartikelgroRe 5 ym, Porenweite 300 A).

Die Massenspektren wurden mittels eines MS-Geréats der Firma Bruker (Daltonik autoflex Il
MALDI-TOF/TOF) mit der verwendeten Matrix DHAP (2,5-Dihydroxyacetophenone)
aufgenommen. Die radioaktiven Dinnschichtstreifen wurden mit einer miniGita der Firma
Raytest ausgewertet. Der Gammacounter Wizard zur Messung kleinster radioaktiver Mengen

war von der Firma Wallac. Das Aktivimeter Isomed 2000 war von der Firma Isomed.

Reinigung von Lésungen

Zur Aufreinigung von Lésungen und auch zu Ausbeutebestimmungen wurden C18..-SepPak
light (weiter im Text nur als C18-Kartusche) von der Firma Waters eingesetzt, und PD10-
Saulen zur Elution nach GréRenausschluss (17-0851-01, Sephadex G-25 M), sowie spezielle
SEC-S4ulen (SEC-s2000, 500-100,000 Da, 5 um, 145 A, pH range: 2,5 - 7,5).

Der Galliumgenerator (**Ge/®®Ga-Generator) war von der Firma IDB Holland. **F-Fluorid-

lieferungen wurden von von der Firma Eckert & Ziegler bezogen.

3.3 Analysenmethoden
3.3.1 (Radio)-HPLC

Die Probenaufgabe erfolgte durch einen Injektor mit einer 50 yl Probenschleife, indem ein
Probenvolumen von 10 pl in den Injektor eingespritzt wurde. Die mobile Phase bestand
Ublicherweise aus einer Mischung aus Acetonitril (MeCN) und 0,1 % Trifluoressigsaure in
Wasser. Die Trennung erfolgte mit Hilfe eines Gradienten. Die Flussgeschwindigkeit betrug,

wenn nicht anders vermerkt, 1 ml/min.

3.3. 2 Radiodunnschichtchromatographie

Die Radiodiinnschichtchromatographie erlaubt eine schnelle Analyse der Position der
Radioaktivitdt auf den DC-Streifen. Dazu wurden 2 ul Probenvolumen auf einen 2 x 10 cm

Streifen einer DC-Platte aufgetragen und in einer mobilen Phase entwickelt.
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3.4 Trennung einzelner Fraktionen mittels Size Exclusion Chromatographie

Zur Trennung der markierten Chelator-Protein-Konjugate von weiteren Bestandteilen
der Reaktionslosung wurden PD10-S&ulen verwendet. Diese Saulen trennen nach dem
Grollenausschluss (Size Exclusion) und z&hlen zur Gelchromatographie. Dabei werden
groBe Molekule zuerst von der Saule eluiert und kleine Molekile zu einem spéateren
Zeitpunkt. Als Elutionsmittel wurde Wasser oder Pufferldsungen verwendet.

Die PD10-Saule wurde zuerst mit Wasser oder Pufferlosungen konditioniert und
anschliel3end in 1 ml-Schritten eluiert. Die einzelnen Fraktionen wurden aufgefangen und zur
Weiterreaktion verwendet. Dabei kann die zu trennende Lésung bereits markiert sein, oder

auch erst nach der Trennung einzeln markiert werden.

3.5 Bestimmung der Retentionszeiten
3.5.1 Bestimmung der Retentionszeiten der Chelatisierungsagenzien

Zur Bestimmung der HPLC-Retentionszeiten der Chelatisierungsagenzien wurden 10 pl der
in DMF oder MeCN geldsten Chelatisierungsagenzien in einer Konzentration von 3 mg/ml
injiziert und unter Verwendung des Gradienten 1 (FlieRmittel A: Wasser/0,1% ('/\)
Trifluoressigsaure, FlieBmittel B: 0% - 90% MeCN in Wasser) in 30 Minuten mit einer

Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min analysiert.

3.5. 2 Bestimmung der Retentionszeiten der Chelator-Amin-Komplexe

Die Reinigung der Chelator-Amin-Komplexe erfolgte mittels einer C18-Kartusche, die zuerst
mit MeCN und anschlieRend Wasser (jeweils 10 ml) konditioniert wurde. Durch schrittweise
Elution mit langsam steigenden MeCN-Konzentrationen in Wasser (10-50%) wurden
Restprodukte, Edukte und freie Nuklide von dem Chelator-Amin-Komplex weitestgehend
abgetrennt. Die Chelator-Amin-Konjugate wurden nach der Aufreinigung mittels HPLC

analysiert und die Retentionszeiten bestimmt (siehe oben Kap. 3.5. 1).

3.6 Verwendete Radionuklide

Die Radionuklide ®®Gallium mit einer Halbwertszeit von 68 Minuten und *®F-Fluorid mit einer

Halbwertszeit von 110 Minuten wurden in den Versuchen zur Markierung verwendet.
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3.6.1 ®®Ga-Generatorelution

®Ga-Losung (bzw. ®®Ga*") wurde aus einem *®Ge/*®®*Ga-Generator erhalten. Das Mutternuklid
ist ®®Germanium mit einer Halbwertszeit von 270 Tagen. Zur Elution des *®Ga-Eluats aus
dem Generator wurden 2 ml einer 0,6M HCI-LOsung verwendet. Die eluierte Aktivitatsmenge
ist abhangig vom Alter des Generators. Es wurde eine saure *®Ga-Lésung erhalten, die sofort
gebrauchsfertig war.

Da Galliumgeneratoren von den AbmaRen relativ klein sind, kénnen sie im Labor
untergebracht werden, sodass die benétigten ®*Ga-Tracer jederzeit hergestellt werden

koénnen.

3.6.2 |F-Fluorid-Zyklotronproduktion
Das verwendete *®F-Fluorid in wassriger Lésung wurde mittels einer **0O(p,n)*®F-Kernreaktion
in einem Zyklotron (Siemens) gewonnen.
Fir die *®F-Fluorid-Markierung in dieser Arbeit wird eine Al-*®F-Komplex-L&sung benétigt, die
aus ®F-Fluorid und Aluminiumacetat hergestellt wird. Die benétigte 2mM Aluminium-
acetatldsung wurde hergestellt, indem 0,468 mg AICl;x6H,O in 1 ml 0,1M Natriumacetat-

puffer geldst wurden.

3.7 Ausbeutenbestimmung

Die Bestimmung der Ausbeute der Radiomarkierung erfolgte sowohl mittels HPLC-Analyse
als auch mittels Vermessung/Ablesung der Aktivitat auf der DC-Platte, PD10-Séaule oder
C18-Kartusche mittels Gammacounter, Aktivimeter oder miniGita.

3.7.1 Bestimmung der radioaktiven Ausbeute mittels HPLC-Analyse

Nach Injektion einer Probe in die HPLC-Anlage konnten die Peakflachen sowohl im UV- als
auch im Radiodetektor mittels eines Computerprogramms integriert werden. Die Integrale
erlaubten eine Aussage Uber die Verteilung der Radioaktivitéat und damit Uber den Erfolg der
Reaktion. Dabei wurde die Radioaktivitdt des markierten Produktes (Integrals) bezogen auf
die Summe der Radioaktivitat des freien Radionuklids (nur bedingt méglich bei **F-Fluorid)
und der Radioaktivitdt der entstandenen Nebenprodukte. Zusatzlich konnten einzelne Peaks
wahrend des HPLC-Laufes aufgefangen werden und die Radioaktivitditsmenge der jeweiligen
Fraktionen mittels Aktivimeter oder Gammacounter bestimmt und mit der injizierten Aktivitat

verglichen werden.
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3.7. 2 Bestimmung der radioaktiven Ausbeute mittels Diinnschichtchromatographie

2 yl der markierten Probe wurden auf einen Streifen einer DUnnschichtplatte aufgetragen
und im ausgewahlten FlieBmittel entwickelt. Dieser Streifen wurden anschlielend mit Hilfe
verschiedener Messgerate wie eines Aktivimeters, eines Gammaspektrometers oder eines
Gammacounters ausgewertet. Dazu wurde der Streifen in zwei oder auch mehrere
Abschnitte geschnitten und die Radioaktivitat auf dem jeweiligen Abschnitt vermessen. Die
Dunnschichtstreifen konnten auch mithilfe eines DC-Scanners (miniGita) vermessen werden.
Die Aktivitatsmengen auf den unterschiedlichen Abschnitten wurden in Relation gesetzt
werden. Eine vorherige Identifikation der RyWerte der einzelnen Substanzen st
obligatorisch.

3.7.3 Bestimmung der radioaktiven Ausbeute mittels C18-Kartusche

Die C18-Kartusche wurde zunachst mit MeCN und anschlieBend mit Wasser (jeweils 10 ml)
konditioniert und ein Aliquot der markierten Probe auf die Kartusche aufgetragen.
Im Anschluss wurde die Kartusche mit 10 ml Wasser gespiilt, sodass freies *®Gallium von
der Kartusche eluiert wird. Zur weiteren Aufreinigung wurde die Kartusche schrittweise mit
einer MeCN-Wasser-Losung (beginnend mit 10% MeCN) in steigenden Konzentrationen
eluiert. Mit einer 20%igen bzw. 50%igen MeCN-Wasser-Ldsung (jeweils 0,5 ml) wird das
Hydrolyseprodukt bzw. Chelator-NCS erfolgreich eluiert.

Die einzelnen Eluate aus den Spulgangen wurden aufgefangen und im Aktivimeter bzw.
Gammacounter gemessen. Ebenso wurden die Radioaktivitat der Kartusche nach Aufgabe
der Reaktionsldsung und die Restaktivitdt auf der Kartusche nach allen Spilgangen

gemessen.

3.8 Markierungsreaktion
3.8.1 Markierung der Chelatisierungsagenzien mit ®Gallium

3 mg des Chelator-NCS wurden in 1 ml DMF oder 1 ml MeCN geldst. Ein Aliquot der Probe
wurde mit der gewiinschten Aktivitditsmenge (10-300 MBq) des sauren ®®Ga®*'-Eluats zur
Markierung versetzt. Zur Einstellung des pH-Wertes von ca. 4 wurden HEPES-Puffer (4,8 g
HEPES ad 10 ml H,O) oder 3M Ammoniumacetatpuffer hinzugegeben. Die Markierung

wurde entweder bei Raumtemperatur oder 90 °C durchgefihrt.

3.8.2 Markierung der Chelatisierungsagenzien mit Al-'*F-Komplex

3 mg des Chelator-NCS werden in 1 ml DMF oder 1 ml MeCN gel6st. Ein Aliquot der Probe
wurde mit der gewiinschten Aktivititsmenge (10-300 MBq) des '°F-Fluorid-Eluats zur

Markierung versetzt. Zur Herstellung des Aluminium-'®Fluorid-Komplexes und zur Einstellung
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des pH-Wertes von ca. 4 wurde 2mM Aluminiumacetatpuffer (siehe oben Kap. 3.6. 2)
hinzugegeben. Die Markierung wurde entweder bei Raumtemperatur, 40 °C oder 90 °C
durchgefihrt.

34



Experimentelles

4. EXPERIMENTELLES
4.1 Vorversuche
4.1.1 Vorbereitung von Puffern fur verschiedene Zwecke

OSAP-Puffer

16 g Natrium-Salz der Octansulfonsaure
2,51 Wasser

OSAP wird in der HPLC als lonenpaarreagenz eingesetzt. Es sollte geprift werden, ob
der Peak der freien Aktivitat bei einer Retentionszeit von 2 Minuten bei der Markierung mit
Al-*®F-Komplex freiem *®F-Fluorid (*®F) entspricht oder ob es sich um positiv geladene nicht
umgesetzte Al-**F-Komplexionen handelt. Handelt es sich um Kationen, so sollte sich
die Retentionszeit des Kations in der HPLC verzégern, da Kationen durch die hohe Lipophilie

der Octansulfonatanionen bei R(eversed) P(hase)-Saulen als lipophiles lonenpaar eluieren.

PBS-Puffer (phosphatgepufferte Kochsalzlésung, engl. phosphate buffered saline), z.B. zur
Konditionierung und Elution der PD10-S&ulen.

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

12 mM Gesamt-Phosphat (HPO,% und H,PO,)
pH=7,4

HEPES-Puffer zur Markierung von Chelatisierungsagenzien und Konjugaten mit *®Gallium

4,8 g 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure

10 ml Wasser

4.1. 2 HPLC-Retentionszeiten

Zunachst wurden die Retentionszeiten der Substanzen mittels HPLC-Chromatographie, die
fur die anschlieRende Markierungsreaktion zum Einsatz kommen, mittels zwei verschiedener
Gradienten bestimmt. Dabei wurde eine R(eversed) P(hase)-C18-Saule der Firma Agilent
Technologies eingesetzt. Zur Detektion wurde ein UV/Vis-Detektor (254 nm) verwendet.

Fur die genaue Beschreibung der Versuchsbedingungen siehe Kapitel Material und
Methoden.
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4.1. 3 HPLC-Retentionszeiten der Chelatisierungsagenzien

Zuerst wurden die Retentionszeiten der Chelatisierungsreagenzien NOTA-NCS [1], DOTA-
NCS [2], ox0-DO3A-NCS [3] und PCTA-NCS [4] bestimmt (siehe Tabelle 4. 1).

3 mg der Chelatisierungsagenzien wurden dazu in 1 ml DMF gel6st, und 10 ul der Lésung
bei einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min injiziert. Als FlieRBmittel ,A"“ diente Wasser mit
0,1% Trifluoressigsaure (TFA) und als Flielmittel ,B“ Acetonitril (MeCN). Zwei verschiedene

Gradienten wurden dazu verwendet:

e Gradient1l: 0-90% MeCN in 30 Minuten
e Gradient2: 30-60% MeCN in 30 Minuten

Tabelle 4.1: Retentionszeiten der Chelatisierungsagenzien unter unterschiedlichen HPLC

Bedingungen

Chelatisierungsagenzien Konzentration Retent|_onsze|t Retent|_onsze|t
Gradient 1 Gradient 2
NOTA-NCS [1] 18 min 13 min
DOTA-NCS [2] 3 mg/ml 19 min 13 min
0x0-DO3A-NCS [3] 16 min 11 min
PCTA-NCS [4] 21 min 14 min

Unter den untersuchten Bedingungen waren die Retentionszeiten der Chelatisierungs-
agenzien in der HPLC &hnlich. Die Verbindungen zeigten im ersten Gradienten einen UV-
Peak bei 16-21 Minuten und im zweiten Gradienten bei 11-14 Minuten. Da sie auch im
.gestreckten* ersten Gradienten noch frih genug eluierten, wurden alle weiteren UV-

Chromatogramme unter Verwendung des Gradienten 1 angefertigt.
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4.1. 4 Hydrolyse der funktionellen Isothiocyanatgruppe (-N=C=S)

H,0 / H*
RA@\ R@\ ?I\ Rn + COS
N SH NH

2

R = Chelator instabil (8]

Nach einer Markierungsreaktion bei erhéhten Temperaturen, sowohl mit ®Gallium als auch
mit Al-*®F-Komplex, ist in der HPLC (sowohl im UV als auch im Radiokanal) ein Peak bei ca.
6.5 Minuten zu erkennen (Gradient 1). Dieser wird durch Hydrolyse der Isothiocyanatgruppe
unter Entstehung des entsprechenden Anilins [8] gebildet. Der hydrolysierte Anteil an
Chelatisierungsagenz steht fiir eine Kopplung an die Aminogruppe von Aminen/Proteinen
nicht mehr zur Verfugung. Fur die Kopplung des Chelatisierungsagenzes mit einer
Aminogruppe  (-NHz/-NH-) zur Herstellung eines Thioharnstoffs [9] darf die

Isothiocyanatgruppe nicht hydrolysieren.

1
Rm R*-NH, R ﬁ\
R
N« N
“Cs H

N
H
S
R = Chelator [9]

Fur den Verlauf dieser Arbeiten war es wichtig, geeignete Reaktionsbedingungen zu finden,
die eine Hydrolyse der funktionellen Isothiocyanatgruppe der Chelatisierungsagenzien
wahrend der Markierung verhindern und somit die Weiterreaktion zum Thioharnstoff-

derivat [9] fordern.

Die Menge an gebildetem Hydrolyseprodukt variiert von Reaktion zu Reaktion.
Im Allgemeinen wurde beobachtet, dass eine frisch vorbereitete Chelator-NCS-Stammldsung
die Bildung des Hydrolyseprodukts reduziert. Insbesondere Temperatur und Losungsmittel
spielen eine wichtige Rolle. Bei hdheren Temperaturen entsteht mehr Hydrolyseprodukt.
AulBerdem ist MeCN* als Losungsmittel bei hoheren Temperaturen im Hinblick auf das
Hydrolyseprodukt unvorteilhafter als DMF.

Auch die Bildung des Galliumkolloids ist von der Temperatur abh&ngig. Hier wurde

beobachtet, dass niedrigere Temperaturen der Bildung des Kolloids vorbeugen.

*Dennoch wurde meistens MeCN verwendet, da bei Markierungsversuchen mit Protein die

Verwendung von MeCN einen héheren Anteil an organischem Lésungsmittel erlaubt.
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Als illustratives Beispiel folgt ein Versuch einer gezielten Hydrolyse der funktionellen
Isothiocyanatgruppe. Eine NOTA-NCS-Ldsung von 25 pl (135 nmol, Stammldésung: 3 mg
NOTA-NCS/ml DMF) wurde mit 25 yl eines MeCN-Wasser-Gemischs (1:1) versetzt und
15 (bzw. 30) Minuten bei 90 °C und pH 4 erhitzt. Diese Konditionen sollten die Bedingungen
der Markierungsreaktion (sowohl mit ®®Gallium als auch mit Al-**F-Komplex) simulieren.
AnschlieRend wurden 10 pl der Reaktionslésung zur HPLC-Analyse injiziert (siehe Abbildung
4.1).

mV x1ES

1,501

1,001

0,501

I R o
0,001

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 min

Abbildung 4. 1: UV-Chromatogramm der gezielten Hydrolyse von NOTA-NCS (15 Minuten,
90 °C, pH 4) bei Verwendung des Gradienten 1

Obiger Abbildung ist zu entnehmen, dass sich NOTA-NCS nach 15 Minuten Erhitzen bei
90 °C und pH 4 erheblich zersetzt. Bei ca. 6,5 Minuten befindet sich der Peak des NOTA-
Hydrolyseprodukts. Bei ca. 18 Minuten befindet sich der Peak des NOTA-NCS. Nach
30 Minuten Erhitzen bei 90 °C und pH 4 wurde NOTA-NCS fast vollstandig hydrolysiert
(> 95%).

41.5 Trennmethoden

Ri-Werte der Edukte in Dinnschichtchromatographie (iTLC) bei Verwendung
des FlieRmittels 0,9% NacCl

R; von ®Ga-NOTA-NCS

Diese Versuche erfolgten zur Bestatigung, dass °®Ga-NOTA-NCS nicht wie markierte
Chelator-Protein-Konjugate am Start des iTLC/DC-Streifens liegen bleibt (Rf = 0) und somit
von markiertem Protein in der Ausbeutebestimmung unterscheidbar ist (siehe dazu auch
Tabelle 4. 20 und Tabelle 4. 21).

NOTA-NCS (in DMF) wurde mit ®Gallium (ca. 300 MBq) fiir 15 Minuten bei 90 °C und pH 4

(eingestellt mit HEPES-Puffer) erhitzt. Diese Losung wurde auf durch eine mit MeCN und

38



Experimentelles

Wasser konditionierte C18-Kartusche gegeben und schrittweise zuerst mit 1M HCI, 10%iger
MeCN-Wasser-Lésung und anschlieend mit 50%iger MeCN-Wasser-Losung eluiert (jeweils
0,5 ml).

Vom 50%igen MeCN-Wasser-Eluat wurde ein Aliquot der Losung auf einen iTLC-Streifen
aufgegeben und in 0,9% NaCl entwickelt. Danach wurde der Streifen bei R;~ 0,5 in zwei
Teile geschnitten und im Gammacounter gemessen.

Sowohl %®Ga-NOTA-NCS als auch Hydrolyseprodukt befanden sich auf dem oberen
Abschnitt des iTLC-Streifens (R¢ > 0,5). Somit sind sie eindeutig vom Protein unterscheidbar.
Auf dem unteren Abschnitt (Rf < 0.5) befanden sich freies *®Gallium und Galliumkolloid.

R¢ von freiem ®®Gallium

2 pl ®Ga-Lésung (saures Eluat aus dem Generator, ®Ga®") wurden auf einen iTLC-Streifen
aufgegegeben und in 0,9% NaCl entwickelt. Der Streifen wurde bei R;~ 0,5 in zwei Teile
geschnitten und im Gammacounter gemessen. Die gesamte Aktivitat befand sich auf dem
oberen Abschnitt (R¢>0,5), d.h. dass es von markiertem Chelator-Protein-Konjugat
unterschieden werden kann, da das Chelator-Protein-Konjugat sich von der Basislinie nicht

wegbewegt (R; ~ 0).

4.1. 6 %8Galliumkolloid

Galliumkolloide sind groRe Molekile, die leicht mit dem Protein bzw. Chelator-Protein-
Konjugat verwechselt werden konnen, da sie sich in ihrem Verhalten auf der DC oder
in Kartuschen &hneln. Daher wurde gezielt *®Galliumkolloid hergestellt und das Verhalten
beobachtet, um gute Trennmethoden zu finden, die das Kolloid von dem Chelator-Protein-

Konjugat unterscheidbar machen.

4.1. 7 Herstellung von ®Galliumkolloid und dessen Analyse mittels Size Exclusion

Chromatographie (PD10-Séule) und Dunnschichtchromatographie (iTLC)

100 pl ®Ga-Lésung (saures Eluat aus dem Generator, ca. 300 MBg) wurden mit 100 pl
Natriumhydrogencarbonat, (50 mg Natriumhydrogencarbonat in 1 ml Wasser), auf einen

basischen pH-Wert von 11 gebracht und anschlieRend 15 Minuten bei 90 °C erhitzt.

PD10-Séaule: Ein Aliquot der Lésung wurde auf eine PD10-Saule aufgebracht und mit
Wasser in 1 ml-Schritten eluiert. Die einzelnen Fraktionen wurden im Gammacounter oder
Aktivimeter gemessen. Die Hauptaktivitat (>90%) befand sich im ersten und zweiten Milliliter.
Dies unterscheidet das Kolloid vom Chelator-Protein-Konjugat, da das Protein hauptsachlich

im vierten Milliliter von der PD10-S&ule eluiert wird (siehe Tabelle 4. 2 und Kapitel 4.6. 4).
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iTLC: 2pul der Reaktionsmischung wurden auf einen iTLC-Streifen aufgetragen und
in 0,9% NaCl (Citratpuffer pH 5 oder in MeCN/Wasser 1:1) entwickelt. Anders als ®®Gallium
verblieb das Galliumkolloid immer am Start (R~ 0). Damit war das Galliumkolloid mittels
iTLC-Chromatographie schlecht vom Chelator-Protein-Konjugat zu unterscheiden, und es

musste nach weiteren Trennmethoden gesucht werden.

4.1. 8 ®8Galliumkolloid und dessen Verhaltens bei Sterilfiltration

Es wurde untersucht, ob Galliumkolloid mittels Sterilfiltration (0,22 um) abfiltriert und somit
abgetrennt werden kann (Proteine passieren 0,22 um Filter). Dazu wurde Galliumkolloid in
PBS-Puffer sterilfiltriert. Anschlieend wurden Filter und Filtrat im Gammacounter gemessen.
Dabei ergab sich, dass sich die Hauptaktivitat (>98%) in der Losung befand, sodass auch mit

dieser Methode das Galliumkolloid nicht vom Protein unterschieden werden konnte.

4.1.9 ®Galliumkolloid und dessen Analyse mittels Protein-beschichteten iTLC-
Streifen

Eine erfolgreiche Trennung von Protein bzw. Chelator-Protein-Konjugat und Galliumkolloid
konnte mithilfe einer mit HSA/0,9% NacCl beschichteten iTLC-Platte [Lit 81] erzielt werden.

Die Beschichtung und Trennung wurde folgenderweise durchgefihrt:

iTLC-Streifen (Macherey & Nagel) wurden 30 Minuten lang in einer Lésung aus 5 mg
Albumin (HSA) in 1 ml 0,9% NaCl gewassert. AnschlieBend wurden die beschichteten
Streifen fur kurze Zeit mit destilliertem Wasser gesplilt, getrocknet und bis zum Gebrauch bei
0-5 °C gelagert. Auf die beschichteten Streifen wurde ein Aliquot einer Reaktionsmischung,
in der sich Galliumkolloid befand, aufgetragen und in Ethanol/Ammoniak/Wasser (2:1:5)
entwickelt. Dabei blieb das Galliumkolloid ebenfalls wie freies ®Gallium am Start (R;~ 0)
liegen. Zum Vergleich wurde eine °®Ga-NOTA-Avidin-Lésung aufgetragen. Fiir das ®Ga-
markierte Protein ergab sich ein Rt > 0,5. Somit konnte Galliumkolloid von Chelator-Protein-

Konjugat mit dieser Methode unterschieden werden.

4.1.10 Analyse von ®Ga-NOTA-NCS mittels Protein-beschichteten iTLC-Streifen

NOTA-NCS (in DMF) wurde mit ®®Gallium (ca. 300 MBq) fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
und pH 4 markiert. Die Losung wurde auf einen mit HSA/0,9% NaCl behandelten iTLC-
Streifen aufgetragen und in Ethanol/Ammoniak/Wasser (2:1:5) entwickelt. Der Streifen wurde
bei R;~ 0,5 in zwei Teile geschnitten und im Gammacounter gemessen. *®Ga-NOTA-NCS

befand sich bei R; > 0,5, genauso wie 68Ga—NOTA-Protein-Konjugat. Das bedeutet, dass mit
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dieser Methode nicht zwischen den beiden unterschieden werden konnte, somit wurde eine

vorherige Trennung mithilfe einer PD10-Chromatographie notwendig.

Tabelle 4. 2; Zusammenfassung der Analyse der einzelnen Substanzen bei verschiedenen

Trennmethoden

Substanz PD10-Saule® | iTLc® | PESCRICRIETe | srerilfitter
*Galliumkolloid 1.-2. ml Unten unten geht durch
*Gallium 7.-9. ml Oben unten geht durch
Chelator-Protein-Konjugat 3.-5. ml? Unten oben geht durch
Chelator-NCS 5.-6. ml Oben oben -
Hydrolyseprodukt 5.-6. ml Oben oben -

@ Wasser

® Citratpuffer (pH 5) oder 0,9% NaCl
¢ Ethanol/Ammoniak/Wasser (2:1:5)
4 4.ml = Hauptfraktion

4.1.11 Herstellung von Al-**F-Komplex

Zur Herstellung des Al-'®F-Komplexes wurde zunidchst eine Aluminiumacetatlésung
hergestellt (2mM AP**-Lésung, pH~4,5; 0,468 mg AICI;x6 H,O in 1 ml 0,1M Natriumacetat-
puffer gelost).

Zu 100 pl einer wassrigen ®F-Fluorid-Lésung (Aktivitat von ca. 300 MBq) wurden 15-30 pl
2mM Aluminiumacetatidsung zugegeben. Die Reaktionszeit zur Bildung des Komplexes
betrug 15-20 Minuten bei Raumtemperatur. Die Reaktionsausbeute wurde mittels
Kartuschenaufreinigung sowie mittels DC-Chromatographie bestimmt. Wahrend der
Reaktionsoptimierung wurde festgestellt, dass die Reaktionsausbeute des Al-'*F-Komplexes

(ca. 70%) auch durch verlangerte Reaktionszeiten nicht gesteigert werden konnte.

4.1.12 Analyse von freiem *®F-Fluorid mittels Size Exclusion Chromatographie
(PD10-Saule)

100 pl einer ‘®F-Fluorid-Losung (Aktivitat von ca. 3,6 MBq) wurden auf eine mit Wasser
konditionierte PD10-Saule gegeben. AnschlieRend wurde mit Wasser in 1 ml-Schritten

eluiert.
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Tabelle 4. 3:  Elution des freien **F-Fluorid von der PD10-Saule

Fraktion Aktivitat [MBq]

PD10-Saule vor der Elution 3,550

1. ml

2. ml

3. ml

4. ml

5. ml 0,003

6. ml 0,165

7. ml 1,174 (“°F-Fluorid)

8. ml 1,553 (" °F-Fluorid)

9. ml 0,420 (“°F-Fluorid)

10. ml 0,037
PD10-Saule nach der Elution 0,070

Wie erwartet wurde das freie *®F-Fluorid von der PD10-S&ule in den ,spaten* Fraktionen
(7-9. mL) eluiert. Dadurch, dass der Hauptanteil des Chelator-Protein-Konjugats in der 4. ml
Fraktion eluiert wird, zeigt sich diese Methode fur die Trennung bzw. Unterscheidung beiden
Substanzen geeignet.

4.1.13 Analyse einer Mischung von *®F-Fluorid, Al-*®*F-Komplex, Al-**F-NOTA-NCS

und Al-*®F-NOTA-Hydrolyseprodukt mittels Size Exclusion Chromatographie
(PD10-S&ule)

ﬂ“*zg ﬂwzczs ﬁ
~4 N CooH “~COOH A~ “COOH

HooC ™ Hooc” NA,_mb HOOC NA..mFNJ
@N a) @N &N b)
Em— + ) +COS ——>»
HOOC HOOC HOOC

a) "18F NaOAC, AIOAc, pH 4; b) "18F™

BFE_Fluorid-Lésung wurde zu Al-**F-Komplex und Al-*®F-NOTA-NCS zugegeben, um zu
beobachten, ob sich das Verhalten des freien ®F-Fluorid auf der PD10-Saule verandert und

die Elution dadurch beeinflusst wird.

NOTA-NCS (in DMF) wurde unter Zugabe von *®F-Fluorid-Lésung (ca. 300 MBq) und 2 mM
Aluminiumacetatpuffer bei pH 4 markiert. Die Markierung erfolgte durch 30 minltiges
Erhitzen bei einer Temperatur von 90 °C. Danach wurde zusatzlich freies ®F-Fluorid

zugegeben und mittels DC-Chromatographie (Si60, MeCN/Wasser 1:1.) analysiert.
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Tabelle 4. 4: DC-Chromatographie (Si60, MeCN/Wasser 1:1) einer Mischung von ®F_Fluorid,
Al-®F-Komplex, Al-"®F-NOTA-NCS und Al-'*F-NOTA-Hydrolyseprodukt

DC Abschnitt Aktivitat [MBq]

Oben (Rf > 0,5)

Al-"®F-NOTA-NCS / Al-'®F-NOTA-Hydrolyseprodukt*
Unten (Rf < 0,5)

AI-lSF-KompIex, E_Fluorid

*Zusatzlich nachgewiesen in der HPLC.

0,43 (74,1%)

0,15 (25,9%)

Danach wurde ein Teil der Lésung auf eine mit Wasser konditionierte PD10-Saule gegeben
und mit Wasser eluiert. Die Aktivitat in den aufgefangenen Fraktionen wurde im Aktivimeter
gemessen (siehe Tabelle 4. 5).

Tabelle 4.5: Analyse einer Mischung von **F-Fluorid, Al-'®F-Komplex, Al-**F-NOTA-NCS und
Al-*®F-NOTA-Hydrolyseprodukt mittels PD10-Chromatographie

Fraktion Aktivitat [MBq] Substanz

PD10-S4ule vor der Elution 4,835

1ml

2ml

3ml

4 ml 0,005 (0,10%)

5ml 1,540 (31,9%) NOTA-NCS, Hydrolyseprodukt

6 ml 1,997 (41,3%) NOTA-NCS, Hydrolyseprodukt

7 ml 0,411 (8,5%) °F-Fluorid, Al-"°F-Komplex

8 ml 0,237 (4,9%) °F-Fluorid, Al-"°F-Komplex

9ml 0,218 (4,5%) °F-Fluorid, Al-"°F-Komplex

10 ml 0,140 (2,9%) °F-Fluorid, Al-"°F-Komplex

18 .

PD10-S&ule nach der Elution 0,203 (4,2%) evtl. R’s?ltglz\_/zgm;—elj(luond,

Al-*®F-NOTA-NCS und Al-*®F-NOTA-Hydrolyseprodukt befanden sich in der fiinften und der
sechsten Fraktion. Nach Auffangen dieser beiden Fraktionen wurde eine DC-
Chromatographie (Si60, MeCN/Wasser 1:1) angefertigt. Die Aktivitdt befand sich auf dem
oberen Abschnitt (R; > 0.5), welche sowohl fir das markierte Chelatisierungsagenz als auch
fur das Hydrolyseprodukt charakteristisch ist. Aul3erdem wurde eine Probe mittels HPLC
analysiert. Auch hier war der Aktivititspeak des markierten NOTA-NCS bei 15 Minuten
ebenso wie der Aktivitdtspeak des markierten NOTA-Hydrolyseprodukts bei ca. 6,5 Minuten
zu erkennen. In der siebten Fraktion befanden sich das freie ®*F-Fluorid sowie der Al-'°F-
Komplex, ebenso wie in den Fraktionen acht, neun und zehn, wie mittels DC-

Chromatographie ermittelt werden konnte.
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4.1. 14 Verschiebung des radioaktiven Peaks des ®F-Fluorid und Al-**F-Komplexes
in der HPLC

Bei einer Retentionszeit von 2-3 Minuten findet sich ein Peak ,freien“ Nuklids im radioaktiven
Kanal der HPLC (Gradient 1). Ob es sich hierbei tatsachlich um freies **F-Fluorid oder um Al-
BF_Komplex oder méglicherweise um beides handelt, lasst sich feststellen, indem OSAP-
Losung als wassrige Phase des Flie3mittels in der HPLC eingesetzt wird. Negative Ladung
bleibt durch OSAP unbeeinflusst, positive Ladung wird neutralisiert.

In einem Markierungsversuch von NOTA-NCS mit Al-**F-Komplex stellte sich heraus, dass
die Radioaktivitdt, die normalerweise bei 2-3 Minuten in HPLC (bei Einsatz des
Gradienten 1) zu beobachten ist, sich durch OSAP nun zu spateren Reaktionszeiten von
etwa 10 Minuten verschiebt. Das liegt daran, dass OSAP ein lipophiles lonenpaar mit dem
positiv geladenen Al-**F-Komplex bildet. Das bedeutet, dass es sich um den Al-'*F-Komplex
handelt und nicht um freies ®F-Fluorid, welches negativ geladen ist und daher kein
lonenpaar mit OSAP bildet.

4.1.15 Analyse von ®F-Fluorid und Al-*F-Komplex mittels Diinnschicht-

chromatographie

Als Laufmittel fir die DC-Chromatographie (Si60 oder iTLC) wurde MeCN gewahlt. Zur
Kontrolle wurde zunéchst nur wassrige *®F-Fluorid-Lésung aufgetragen und analysiert. Der
DC-Streifen wurde dazu bei R;~ 0,5 in zwei Halften geschnitten und im Gammacounter
gemessen. Die gesamte Aktivitat fand sich auf der unteren Hélfte des Streifens (R < 0,5).

Analysiert man eine Al-®F-Komplex-Lésung unter gleichen Bedingungen, wird ein fast

identisches Verhalten beobachtet (siehe Tabelle 4. 6).

Tabelle 4.6: Analyse von ®E_Fluorid und AI-18F-KompIex mittels DC-Chromatographie
(Si60 oder iTLC, MeCN)

Substanz Position auf der DC Ri-Scanner
F-Fluorid Unten ~0
Al-"°F-Komplex Unten ~0-0,2

Zwischen **F-Fluorid und Al-'®F-Komplex kann somit z.B. mittels C18-SepPak-Kartusche
leicht und eindeutig unterschieden werden, da *®F-Fluorid im Gegensatz zu Al-*®F-Komplex

auf der Kartusche verbleibt.
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4.1.16 Analyse von Al-"*F-NOTA-NCS mittels C18-SepPak-Kartusche

Mit diesen Versuchen sollte ermittelt werden, ob Al-**F-NOTA-NCS von Al-'*F-Komplex und
von freiem *®F-Fluorid mittels C18-SepPak-Kartusche getrennt werden und somit analysiert

werden kann.

NOTA-NCS (in DMF) wurde unter Zugabe von **F-Fluorid-Lésung und 2mM Aluminium-
acetatpuffer fir 15 Minuten bei 90 °C und pH 4 erhitzt. Als Nachweis der erfolgreichen
Reaktion und zur Ausbeutebestimmung wurde eine DC-Chromatographie (Si60) mit dem
FlieBmittel MeCN/Wasser (1:1) angefertigt. Die Aktivitaten der DC-Abschnitte wurden im
Gammacounter gemessen. Ebenso wurde ein Aliquot der Losung mittels C18-SepPak-
Kartusche analysiert (siehe dazu Tabelle 4. 7, Tabelle 4. 20 und Tabelle 4. 21).

Tabelle 4. 7:  Kartuschentrennung eines Al-'®F-NOTA-NCS-Reaktionsgemisches

C18-SepPak- Aktivitat auf der C18- Substanz im Eluat [%] im Eluat
Kartusche Kartusche [MBq]

vor der Elution 34,0 (100%) Reaktionsmischung 100
Wasser (0,5 ml) 21,0 (61,8%) Al-ljBF-KompIex 38,2
20% MeCN (0,5 ml) 19,8 (58,2%) H x;m;';'[%g;kt 3,6
50% MeCN (0,5 ml) 1,9 (5,6%) Al-°F-NOTA-NCS 52,6

Durch Spiilen mit Wasser wurde ungebundener Al-*®F-Komplex von der C18-Kartusche
eluiert. Eine DC-Chromatographie (Si60, MeCN/Wasser 1:1) dieser wassrigen Fraktion
zeigte erwartungsgemalf Aktivitat auf der unteren Halfte (Rf < 0.5). Nach allen Spulgangen
verblieb das freie *®F-Fluorid (5,6%) noch auf der C18-Kartusche. Durch HPLC-Analyse der
einzelnen Fraktionen konnte nachgewiesen werden, dass in der 20%-MeCN/Wasser-
Fraktion nur Al-*F-NOTA-Hydrolyseprodukt enthalten war, wahrend in der 50%-
MeCN/Wasser-Fraktion nur markiertes NOTA-NCS enthalten war. Damit konnte gezeigt
werden, dass mittels einfacher SepPak-Kartuschentrennung markiertes NOTA-NCS von
BE_Fluorid und Al-'®F-Komplex getrennt und unterschieden werden kann.

Darlber hinaus eignet sich die Methode zur Abtrennung des markierten Hydrolyseproduktes.
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4.1.17 Analyse von Al-'*F-NOTA-NCS mittels Diinnschichtchromatographie

Von einer Al-**F-NOTA-NCS-Reaktionsldsung wurde eine DC-Chromatographie (Si60,
MeCN/Wasser 1:1) angefertigt. Tabelle 4. 8 listet die Positionen der Einzelbestandteile auf
der DC-Platte auf.

Tabelle 4. 8: Position der radioaktiven Bestandteile auf der DC-Platte
(Si60, MeCN/Wasser 1:1)

Substanz Position auf der DC R:
MeCN/Wasser 1:1

®F-Fluorid unten <0.5

Al-"°F-Komplex unten <0.5

Al-°F-NOTA-NCS oben >0.5

Al-"°F-NOTA-Hydrolyseprodukt oben >0.5

Zwischen '°F-Fluorid/Al-*®F-Komplex und Al-"*F-NOTA-NCS/AI-**F-Hydrolyseprodukt kann
somit leicht und eindeutig unterschieden werden.

4.1.18 Analyse des Proteins in DMF und MeCN/Wasser-Gemisch
Bei welcher Konzentration organisches Losungsmittel fallt das Protein aus?

Es ist bekannt, dass Proteine durch organische L&sungsmittel ausgefallt und denaturiert
werden kdnnen. Im Folgenden sollte ermittelt werden, ob Protein, hier Aloumin (HSA), durch
die beiden organischen Lésungsmittel DMF bzw. MeCN bei Zugabe gleicher Volumina

ausfallt.

Zu 300 ul HSA-Losung (1 mg/ml) werden in 30 ul Schritten die organischen Lésungsmittel
DMF bzw. MeCN zugegeben. Das Ergebnis ist in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 4.9: Ausféallung des Proteins HSA in DMF und MeCN

Volumen [pl] Volumen [%] Zugabe DMF Zugabe MeCN
30 ~10 - -
60 ~15 - -
90 ~25 + -
120 ~30 + -
150 ~35 + -
180 ~40 + +

+ HSA fallt aus, - HSA fallt nicht aus

Bei Zugabe von DMF ist das Protein bereits bei 90 ul, also zwischen 65 uyl und 90 pl
ausgefallen, das entspricht maximal 90 ul von 390 ul Wasser/DMF Losung (300 pl davon ist
Wasser) = 23% DMF. Bei MeCN ist das Protein erst bei Zugabe von 180 pl ausgefallen,
somit fiel es zwischen 155 pl und 180 ul aus. Das macht einen Anteil von maximal 180 pl von
480 pl = 37,5%.
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Dieses Ergebnis ist aussagekraftig nur fir das Protein HSA mit seinem spezifischen

Loslichkeitsverhalten.

4.1.19 Moglichkeit der unspezifischen Einlagerung von *®F-Fluorid durch das Protein

Bei der Elution des markierten Al-*F-NOTA-Protein-Konjugats mittels PD10-
Chromatographie wurde festgestellt, dass das markierte Protein in den Fraktionen 3-5 zu
finden ist (Fraktion 4 ist die Hauptfraktion). Die Tatsache, dass sich das Protein und
Chelator-Protein-Konjugat nach der PD10-Chromatographie hauptséchlich in der 4. ml
Fraktion befinden, wurde mittels MS (MALDI/TOF/TOF) nachgewiesen. Siehe dazu Kapitel
4.6. 4.

Mit den folgenden Versuchen sollte geprift werden, ob eine radioaktive Fraktion in den
3.-5. ml eluiert werden kann, wenn man das Protein nicht mittels Chelator-NCS kovalent
radioaktiv markiert, sondern ob das Protein in der Lage ist unspezifisch **F-Fluorid
.einzulagern®. Dies wirde unter Umstanden falsche Ergebnisse der radioaktiven Markierung
vortauschen.

Zu 300 ul wassriger BSA-LOsung (1 mg/ml) wurden ¥F_Fluorid und
0,1M Natriumacetatlésung gegeben. Nach einer Reaktionszeit von 30 Minuten bei
Raumtemperatur und pH 4 wurde die Mischung mittels PD-Chromatographie analysiert
(siehe Tabelle 4. 10).

Tabelle 4. 10: Analyse der Protein-Lésung in Gegenwart von BE_Fluorid mittels PD10-

Chromatographie

Fraktion Aktivitat [MBq]

PD10-Saule vor der Elution 5,712

1. ml

2. ml

3. ml

4, ml

5. ml 0,019

6. ml 0,058
PD10-Saule nach der Elution 5,626

Obige Tabelle verdeutlicht, dass der gréf3te Anteil an Aktivitdt nach Elution der ersten sechs
Milliliter noch auf der PD10-S&ule verblieb. Diese Aktivitat entspricht freiem *®F-Fluorid bzw.
Al-®F-Komplex. Somit konnte nachgewiesen werden, dass die Gefahr der unspezifischen

Fluorideinlagerung durch das Protein vernachlassigbar klein ist.

Dieser Versuch wurde sowohl mit Avidin als auch mit Annexin V wiederholt.
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4.1.20 Analyse des "®F-Fluorid mittels SEC-S&ule in der HPLC

//(—Q*NW?:S //(—®~NH Avidin
)—NH
7COOH N~ COOH &

Q/NJ a),b) _~ HOOC NJ c)
y &)

a) Avidin, DMF, H,0; b) PD10-Saule; c) Al-*8F-Markierung

Avidin wurde mit NOTA-NCS 24 Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt.
AnschlieRend wurde diese Losung mittels PD10-Chromatographie im Wasser getrennt. Die
4. ml Fraktion (Proteinfraktion) wurde unter Zugabe von **F-Fluorid und 2mM Aluminium-
acetatpuffer 60 Minuten bei Raumtemperatur und pH 4 inkubiert.

10 pl der Lésung wurden mittels HPLC (SEC-Saule, SEC-s2000, 500-100,000 Da, 5 um,
145 A, pH Range: 2.5 - 7.5) analysiert - FlieBmittel Natriumphosphatpuffer (pH 7, Flow von
1 ml/min).

Avidin selbst wurde bei einer Retentionszeit von 10-12 Minuten eluiert. Das freie **F-Fluorid
liel3 sich in der SEC-HPLC-Saule nicht finden, obwohl es in der Reaktionsldsung mittels

PD10-Chromatographie nachgewiesen wurde.

4.2 Markierung der Chelatisierungsagenzien mit den Radionukliden ®Gallium sowie
®F-Fluorid

Zur Validierung der Methodik sollte die Markierung der verschiedenen Chelatoren unter
variierenden Bedingungen wie unterschiedliche Konzentrationen, pH-Werte, Temperaturen

und Pufferldsungen vollzogen werden.
®8Gallium ist ein etabliertes Isotop zur Markierung von Peptiden. In dieser Arbeit wurde es

verwendet, um Vergleiche zu generieren, die hinsichtlich der Markierung mit Al-"®F-Komplex

von Nutzen sind.
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4.2.1 Markierung mit ®Gallium

®®Gallium wurde aus dem ®®Ge/**Ga-Generator (IDB Holland) mit 2 ml 0,6 N HCI eluiert.

Das Eluat ist sofort gebrauchsfertig.

3 mg der verschiedenen Chelator-NCS-Derivate (5,4 pmol NOTA-NCS, 4,7 ymol PCTA-
NCS, 4,4 ymol DOTA-NCS, 5,0 pmol oxo-DO3A-NCS) wurden in 1 ml DMF geldst. Zu 10-
35 yl der in DMF geldsten Verbindung (53-185 nmol Chelator-NCS) wurden 200 pl des
sauren *®Ga®"-Eluats mit einer Aktivitat von ca. 300 MBq und ca. 110 ul HEPES-Puffer (4,8 g
HEPES ad 10 ml H,0) zur Einstellung eines pH-Wertes von pH 3,5-4 gegeben. Die Reaktion
erfolgte bei Raumtemperatur 15 Minuten lang.

Die Optimierungsreaktionen zeigten, dass bei der ®Ga-Markierung sehr hohe
radiochemische Ausbeuten erzielt werden kénnen (von > 90 %). Die Bestimmung der
Ausbeuten erfolgte mittels HPLC-Chromatographie und Dinnschichtchromatographie.

Die Detektion der Radioaktivitat erfolgte mittels eines Radiodetektors im Falle des HPLC-
Systems oder eines Gammacounters bzw. eines Radiodinnschichtscanners im Falle der

Dunnschichtchromatographie.

In Abbildung 4. 2 ist ein beispielhaftes Chromatogramm des Reaktionsgemisches mit NOTA-
NCS dargestellt.
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Abbildung 4. 2: 68Ga-Markierung von NOTA-NCS bei Raumtemperatur

Oben: Detektion im UV-Kanal: der Peak bei ca. 18,5 Minuten zeigt NOTA-NCS. Bei ca.
15 Minuten liegt der Peak des Anteils an NOTA-NCS, der wahrscheinlich durch metallische
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Verunreinigung in der Losung gebildet wird. Das Signal bei ca. 4 Minuten wird durch DMF
verursacht.

Unten: Detektion im Radiokanal: der Peak bei ca. 15 Minuten zeigt ®®Ga-NOTA-NCS, bei. ca.
3,5 Minuten eluiert freies *®Gallium.

4.2.2 Optimierung der ®Ga-Markierung

Bei der Markierungsreaktion der Chelatisierungsagenzien spielen verschiedene Parameter
eine wichtige Rolle, z.B. die eingesetzte Stoffmenge des Chelatisierungsagenzes, der pH-
Wert der zu markierenden Lésung und die Reaktionstemperatur.

Um die Markierungsreaktion zu optimieren, wurden diese Parameter verandert, dabei war

immer nur einer der zu untersuchenden Parameter variabel, die anderen blieben konstant.

pH-Abhangigkeit
Zur Optimierung des pH-Wertes wurde eine konstante Chelatisierungsagenz-Stoffmenge von
132 nmol, PCTA-NCS,

Chelatisierungsagenz-Stoffmenge auf 26 nmol reduziert.

eingesetzt. Bei weiteren Versuchen, mit wurde die

Die Markierungsreaktionen erfolgten 15 Minuten bei 90 °C. Der jeweilige pH-Wert wurde mit

HEPES-Puffer bzw. mit 3m Ammoniumacetatpuffer eingestellt.

Tabelle 4. 11: Radiochemische Ausbeuten (RA) der 68Ga-Markierung von ausgewahlten

Chelatisierungsagenzien bei Verdnderung des pH-Wertes

NOTA-NCS 0x0-DO3A-NCS PCTA-NCS PCTA-NCS
pH-Wert (2132 nmol)* (132 nmol)* (132 nmol)* (26 nmol)*
RA [%] RA [%] RA [%] RA [%]
2 - - - nicht untersucht
2,5 25 19 25 nicht untersucht
3 79 71 80 78
3,5 92 79 90 nicht untersucht
4 90 84 91 80
4.5 81 73 85 nicht untersucht
5 60 55 64 57
5,5 49 42 42 nicht untersucht

* Stammldsung 3 mg/ml

Das Maximum der radiochemischen Ausbeute von NOTA-NCS und PCTA-NCS wird bei pH-
Werten von 3,5 — 4 erreicht. Eine gute Ausbeute bei pH 4 konnte auch fir oxo-DO3A-NCS
beobachtet werden. In weiteren Versuchen mit PCTA-NCS (26 nmol) wurde die hochste
Ausbeute ebenfalls bei pH 4 erzielt. Im Allgemeinen konnte festgestellt werden, dass sich
die radiochemische Ausbeute in anderen pH-Bereichen stark verringert.

Bei den Restaktivititen handelte es sich um ®Gallium, Galliumkolloid bzw. um Chelator-
Hydrolyseprodukt. Die Bestimmung der Ausbeute erfolgte mittels Radio-HPLC und durch

Analyse einer C18-SepPak-Kartusche zur Absicherung des Ergebnisses.
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Stoffmengeabhangigkeit

Unter konstanten Reaktionsbedingungen (15 Minuten, 90 °C, pH 4) wurde die radio-
chemische Ausbeute bei Einsatz von Chelatisierungsagenz-Stoffmengen von 53 nmol bis
185 nmol untersucht.

Tabelle 4. 12 gibt die radiochemische Ausbeute der Markierungsreaktion bei Veranderung

der Chelatisierungsagenz-Konzentration wieder.

Tabelle 4. 12: Radiochemische Ausbeute (RA) der 68Ga-Markierung von ausgewahlten

Chelatisierungsagenzien bei Veranderung der Stoffmenge

Chelatisierungsagenz- NOTA-NCS 0x0-DO3A-NCS PCTA-NCS DOTA-NCS
Stoffmenge RA [%] RA [%] RA [%] RA [%]
[nmol]*

53 84 79 84 79
79 87 81 87 82
106 92 83 90 85
132 95 84 91 89
159 97 89 93 91
185 - 94 94 -

* Stammldsung 3 mg/ml

Die obige Tabelle zeigt, dass mit Erhdhung der eingesetzten Chelatisierungsagenz-
Stoffmenge die radiochemische Ausbeute steigt. Ab etwa 100 nmol hat man fast eine
optimale Stoffmenge zur Markierung erreicht. Fir alle Chelatisierungsagenzien wurde ein

etwa gleiches Konzentrationsverhalten beobachtet.

Markierung bei Raumtemperatur (20 °C)

Dass die ®Ga-Markierung der untersuchten Chelatisierungsagenzien auch bei
Raumtemperatur [Lit 74, Lit 17] gelingt, wurde mittels folgenden Versuchs demonstriert.
Die Durchfiihrung bei Raumtemperatur hat die Vorteile, dass die Bildung des Chelator-
Hydrolyseprodukts und des *®Galliumkolloids weitgehend unterbunden wird. Bei hoheren als
physiologischen Temperaturen wiirden Proteine denaturieren, sodass ein Verlust der

biologischen Aktivitat befiirchtet werden muss.
Die Markierung von NOTA-NCS und PCTA-NCS erfolgte unter konstanten Bedingungen. Die
Reaktionsdauer betrug 15 Minuten und lief bei einem pH-Wert von 4. Dabei konnte eine

radiochemische Ausbeute von iUber 80% erreicht werden.

Einen Vergleich der Ergebnisse der Markierung mit ®®Gallium bei Raumtemperatur und bei
90 °C gibt Tabelle 4. 13 wieder.
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Tabelle 4. 13: Zusammenfassung der Ausbeutenbestimmung des ®®Ga-Chelator-NCS bei

Raumtemperatur und 90 °C im Vergleich (15 Minuten, pH 4)

Chelator-NCS Markierungs- Radiochemische
(26 nmol)* temperatur Ausbeute [%]
PCTA-NCS Raumtemperatur 80
PCTA-NCS 90 °C 80
NOTA-NCS Raumtemperatur 82
NOTA-NCS 90 °C 82

* Stammldsung 3 mg/mi

Zusammenfassung der *®Ga-Markierung

Bezogen auf die Zielreaktion mit dem Protein Annexin V kann zusammengefasst werden,
dass der optimale pH-Wert fir die Markierung von NOTA-NCS bei 3,5-4 liegt.
Die Markierungsreaktion bei Raumtemperatur liefert nach 15 Minuten genauso gute
Ergebnisse wie bei 90 °C mit einer radiochemischen Ausbeute von tber 90% bei Einsatz von
106 nmol NOTA-NCS. Auch die Markierung der anderen Chelatisierungsagenzien erreichen
Ausbeuten von 83% bis 90%, jedoch bei einer Markierungstemperatur von 90 °C bei Einsatz
von 106 nmol Chelator-NCS.

4.2.3 Markierung mit Al-'*F-Komplex

Die Ausbeutebestimmungen bei Verwendung des Al-'*F-Komplexes und mittels HPLC-
Analyse beziehen sich immer nur auf den freien Al-*F-Anteil und muss ggf. um freies
1F_Fluorid korrigiert werden, da es auf der HPLC-C18-Séule bleibt und somit nicht bestimmt
wird. Im Falle der Analytik mittels C18-SepPak-Kartusche bezieht sich die radiochemische
Ausbeute sowohl auf das freie ®F-Fluorid als auch auf den Al-'*F-Komplex, da hier die

Aktivitat, die auf der Kartusche verbleibt, gemessen werden konnte.

R R
I~ I~
A~ N COOH A~ N COOH
Hooc” N J ALBE Komplex HoOC NA,_laO
Ui — &)N
HOOC) HOOC
R: Bn-N=C=S

Zur Markierung der Chelatisierungsagenzien mit Al-**F-Komplex wurden zu 100 pl *®F-
Fluorid-Lésung 2mM Aluminiumacetatpuffer (2,5-17,5 nmol AI**) und Chelator-NCS (53-
185 nmol) gegeben. Der durch den Aluminiumacetatpuffer, Ammoniumacetatpuffer und
Natriumcitratpuffer eingestellte pH-Wert betrug 4. Die Markierungsreaktion erfolgte bei einer

Temperatur von 90 °C fur 15 Minuten.
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Tabelle 4. 14: Chelatisierungsagenz-Markierung mit AI-lBF-KompIex in verschiedenen Puffern

bei Einsatz von Chelatisierungsagenz-Stoffmengen von 53 bis 185 nmol

Chelatisierungs-
agenz

Aluminiumacetat-
puffer

Ammoniumacetat-
puffer

Natriumcitrat-
puffer

NOTA-NCS

+

PCTA-NCS

DOTA-NCS

0xX0-DO3A-NCS

+ = erfolgreiche Markierung, - = keine erfolgreiche Markierung

Eine Markierung mit Al-F-Komplex gelang unter Einsatz verschiedener Puffer und
verschiedener Chelatisierungsagenz-Stoffmengen nur bei Verwendung des NOTA-NCS und

Aluminiumacetatpuffers [Lit 60, Lit 61].

Al**- bzw. Chelatisierungsagenz-Konzentrationsabhangigkeit (Al-*®F-Markierung)

In dieser Versuchsreine wurde der Einfluss des Puffers auf die Reaktionsausbeute
untersucht. Dazu wurden unter sonst konstanten Bedingungen (Markierung 15 Minuten,
90 °C, pH 4) die Volumina der Zugabe von 2mM Aluminiumacetatpuffer variiert. Die
Chelatisierungs-agenz-Stoffmenge von NOTA-NCS betrug 106 nmol (Stammlésung: 3
mg/ml).

Tabelle 4. 15: AI3+-K0nzentrationsabhangigkeit der Markierung von NOTA-NCS mit
Al-"®F-Komplex

Zugabe / Stoffmenge Al Radiochemische Ausbeute
[nmol]* [%0]
2,5 60
5 75,9
7,5 77,9
10 80,8
12,5 78,8
15 88,2
* Stammlosung: 0,468 mg AICI;x6H,0 in 1 ml 0,1M Natriumacetatpuffer.

Mit steigender Aluminiumkonzentration erhdht sich die radiochemische Ausbeute, welche bei

ca. 10-15 nmol AI** fast ein Maximum erreicht.
In einer weiteren Versuchsreihe zur Optimierung der Reaktionsbedingungen (angesetzte

Stoffmenge an NOTA-NCS) wurde die NOTA-NCS-Konzentration variiert (Markierung
15 Minuten, 90 °C, pH 4).
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Tabelle 4. 16:  Radiochemische Ausbeute (RA) der Al-**F-Markierung bei Konzentration von
3-20 nmol AI*" und Veranderung der Konzentration des Chelatisierungs-
agenzes

NOTA- RA in [%)] RA in [%] RA in [%] RA in [%] RA in [%] RA in [%]
NCS (3 nmol (5 nmol (7,5 nmol (20 nmol (15 nmol (20 nmol
[nmol]** AP AP AP Al**)* AIPHy* AIPHy*
5,3 36 - - - - -
7,9 37 - - - - -
10,6 40 - - - - -
13 - - - - - 43
15,9 41 - - - - -
26 43 - - - 53 63
40 - - - - - 67
53 - 49 53 59 59 69
79 - 72 74 76 77 -
92 - - - - - 75
106 - 76 78 80 88 79
132 - 78 80 83 88 80
159 - 79 82 85 - -

* Stammldsung: 0,468 mg AICI;x6H20 in 1 ml 0,1M Natriumacetatpuffer

**Stammldsung: 3 mg/ml

Die radiochemische Ausbeute erhoht sich mit der Konzentration des Chelatisierungs-
agenzes. Die maximalen radiochemischen Ausbeuten wurden ab Konzentration 106 nmol

erzielt.

Abbildung 4. 3 zeigt beispielhaft die Markierung von NOTA-NCS mit Al-*®F-Komplex bei
Einsatz der Parameter 10 nmol A** und 106 nmol NOTA-NCS.

300 j=v *1000 vl
200
o0
i
',
I J .
0
0, 00 5,00 10,00 15,00 20,00 min
3H]
1,50
1,00
o, 50
o, 00{ -
o, 00 5,00 10, 00 15, 00 20, 00 min
Abbildung 4. 3:  Al-"®F-Markierung von NOTA-NCS (15 Minuten, 90 °C, pH 4)
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Oben: Detektion im UV-Kanal: bei ca. 18 Minuten eluiert NOTA-NCS. Das Signal bei
ca. 3 Minuten wird durch Losungsmittel verursacht.

Unten: Detektion im Radiokanal: bei ca. 15 Minuten wird Al-*®F-NOTA-NCS eluiert,
bei ca. 3 Minuten der freie Al-**F-Komplex.

pH-Abhangigkeit der Al-"®F-NOTA-NCS-Markierung

Zur Bestimmung des optimalen pH-Wertes der Markierungsreaktion von Al-**F-Komplex und
NOTA-NCS wurde eine Versuchsreihe durchgefuhrt, bei der alle Bedingungen konstant
gehalten und nur der pH-Wert variiert wurde.

Dabei wurden pH-Werte von 2 bis 5 untersucht. Die Markierungstemperatur war 90 °C bei
einer Reaktionsdauer von 15 Minuten. Die eingesetzte Stoffmenge an NOTA-NCS betrug
106 nmol und 10 nmol an AP*.

Der Einfluss des pH-Wertes auf die radiochemische Ausbeute ist in der Tabelle 4. 17

dargestellt.

Tabelle 4. 17: Radiochemische Ausbeute des Al-'*F-NOTA-NCS bei Veranderung
des pH-Wertes (106 nmol* NOTA-NCS, 10 nmol** AI**, 15 Minuten, 90 °C)

pH-Wert Radiochemische Ausbeute [%)]
2 0
3,5 65
4 81
4,5 77
5 68
5,5 65

* Stammldsung: 3 mg/ml
** Stammldsung: 0,468 mg AICIzx6H20 in 1 ml 0,1M Natriumacetatpuffer

Der optimale pH Wert fiir die Markierung von NOTA-NCS mit Al-'®F-Komplex liegt bei 4.

Abbildung 4. 4 zeigt ein beispielhaftes Chromatogramm einer Al-**F-Markierung von NOTA-
NCS (106 nmol NOTA-NCS, 10 nmol APl**, 90 °C, 15 Minuten, pH 4).
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Abbildung 4. 4: Markierung von NOTA-NCS mit Al-*®F-Komplex, pH 4, 90 °C,
15 Minuten

Radio-Kanal: Bei ca. 2,5 Minuten wird Al-*®F-Komplex (4,3%) eluiert, bei ca. 6,5 Minuten
findet sich Al-*F-NOTA-Hydrolyseprodukt (15,1%), und bei ca. 15 Minuten wird Al-*°F-
NOTA-NCS (80,6%) eluiert.

Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute von Temperatur und Reaktionsdauer

In dieser Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob die AI—18F—Markierung von NOTA-NCS

auch bei niedrigeren Temperaturen gute Ausbeuten liefern kann.

Diese Untersuchung wurde inshesondere deswegen durchgefiihrt, da Proteine keiner hohen
Temperatur ausgesetzt werden kénnen und 40 °C mdglichst nicht Uberschritten werden
sollten. Die Al-'®*F-Markierungen wurden hier bei einer Reaktionsdauer von 15 Minuten bis
90 Minuten variiert. Die Ausbeutebestimmung des Al-**F-NOTA-NCS erfolgte durch Analytik
mittels C18-SepPak-Kartusche.

Tabelle 4. 18: Radiochemische Ausbeute von Al-*®F-NOTA-NCS bei 40 °C
(106 nmol* NOTA-NCS, 7,5 nmol** AI**, pH 4)

Markierungsdauer Radiochemische Ausbeute
[min] [%0]
15 55
30 85
45 93
60 97
75 99
90 99

* Stammldsung: 3 mg/ml

** Stammldsung: 0,468 mg AICI3x6H,0 in 1 ml 0,1M Natriumacetatpuffer

Die Markierung bei 40 °C ergibt nach 15 Minuten Reaktionszeit eine Ausbeute von 55%.
Mit Verlangerung der Reaktionsdauer erhoht sich auch die Ausbeute. Eine sehr gute

Ausbeute wird schon nach 30 Minuten erreicht. Eine fast quantitative Umsetzung wurde ab
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Reaktionszeiten von ~45 Minuten erreicht. Hinsichtlich der relativ kurzen Halbwertszeiten

des *®F-Fluorids (109 min.) erscheinen die Reaktionszeiten von etwa 30-45 Minuten optimal.

Zum Vergleich folgt eine Tabelle, welche die Temperaturabhéngigkeit der Reaktion
verdeutlicht. Bei einer Reaktionsdauer von 45 Minuten und einer Zugabe von 5 nmol AP bei
Einsatz von 106 nmol NOTA-NCS wurde die Temperatur von 40-80 °C variiert.

Tabelle 4. 19: Radiochemische Ausbeute von Al-'®F-NOTA-NCS in Abhangigkeit
von der Temperatur (106 nmol* NOTA-NCS, 5 nmol** AI**, pH 4)

Reaktionsdauer Temperatur Radiochemische Ausbeute [%]
80 °C 93
. 70 °C 91
45 Minuten 60 °C 90
40 °C 88

* Stammldsung: 3 mg/ml
** Stammldsung: 0,468 mg AICI;x6H,0 in 1 ml 0,1M Natriumacetatpuffer

Der Einfluss der Temperatur macht sich bei der relativ hohen Konzentration von ~100 nmol
an NOTA-NCS nur geringfligig bemerkbar. So wurden bei 40 °C noch Ausbeuten von Uber
80% erzielt.

Zusammenfassung der Al-*®F-Markierung

Bezogen auf die Zielreaktion mit dem Protein Annexin V kann zusammengefasst werden,
dass der optimale pH-Wert fir die Markierung von NOTA-NCS bei 4 liegt. Die Reaktion
lieferte bei einer Temperatur von 40 °C nach einer Markierungsdauer von 30 Minuten gute

1>

radiochemische Ausbeuten von Uber 80%. Weiterhin erreichte man mit 10 nmol AI°" auch

noch eine Ausbeute (iber 80%. Dabei spielte das Verhéltnis Stoffmenge AI**

zu Stoffmenge
Chelatisierungsagenz eine grof3e Rolle. Bei niedrigeren NOTA-Konzentrationen ab 26 nmol

konnten radiochemische Ausbeuten von etwa 60% erreicht werden.

4.3 Zusammenfassung der Dunnschichtanalytik auf unterschiedlichen DC-Platten

in verschiedenen FlieRmitteln

In dieser Versuchsreihe wurden verschiedene bifunktionelle Chelatisierungsagenzien mit
®®Gallium und zusétzlich NOTA-NCS mit Al-*®F-Komplex markiert und die einzelnen Edukte
sowie die Produkte hinsichtlich ihres Laufverhaltens auf unterschiedlichen Dunnschicht-

materialien und in verschiedenen FlieRmitteln untersucht.

Tabelle 4. 20 gibt die Positionen auf den Dinnschichtplatten wieder.
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Tabelle 4. 20: Laufverhalten aller Bestandteile, Edukte und Produkte auf verschiedenen

Platten und in verschiedenen Laufmitteln

68~.3+ | 18- | AlI-°F- | Hydrolyse- | Chelator- Chelator-| Chelator- | s,

Platte Ga F d) Amin- Protein- .

Komplex [ produkt NCS . . Kolloid

Konjugat | Konjugat
a)
I\?IgCN/HZO 11 oben | Unten unten Oben oben oben unten Unten
- B
:\-;I—Ie_gN/HZO 1:1 unten Oben oben oben
GF-DC * unten unten Unten
MeCN/H,0 1:1
DC oben
Citratpuffer pH 5
Igilt_rcafltpuffer bH 5 oben | Unten oben Oben oben oben unten Unten
GF-DC
Citratpuffer pH 5 unten unten | Unten
gléoc/o NaCl oben | Unten unten Oben oben oben unten Unten
0 ; B

MM 205 | UMten Oben | oben oben | Unten

¥ Klassische Dunnschichtplatte, beschichtet aus einer Kombination aus Silicagel 60 und einem Polymer
Bindemittel.

®) Instant Thin Layer Chromatography, ein bindemittelfreies Glasmikrofaser Chromatographie Papier, impragniert
mit Silicagel.

® Verwendet zur Unterscheidung zwischen markiertem Chelator-Protein und Galliumkolloid. Muster von Macherey
& Nagel, bessere Trenneigenschaften, ahnlich der iTLC.

9 Das Hydrolyseprodukt verhalt sich auf den verschiedenen Platten genau wie der Chelator-NCS. Daher ist eine
Unterscheidung nur durch eine Trennung mittels C18-Kartusche oder PD10-S&ule méglich.

®TLC-Platte wurde mit HSA/NaCl (0,9%) beschichtet. Die Trennung erfolgt mittels Ethanol/Ammoniak/Wasser im
Verhaltnis 2:1:5.

Tabelle 4. 21 gibt die Informationen Uber Elution von PD10-S&ulen bzw. C18-SepPak
Kartuschen und C18-HPLC-S&aulen wieder.

Tabelle 4. 21: Elution aller Bestandteile, Edukte und Produkte von der PD10-Chromatographie
bzw. C18-SepPak-Kartusche und C18-HPLC

Chelator-

Chelator-

Trenn- 68~ 3+ 18- Al-'8F- Hydrolyse | Chelator- ; - ®Ga-
methode Ga F Komplex | -produkt NCS Amin- Protein- kolloid
Konjugat | Konjugat

PI__)lO-) 7.-9.ml 7.-9.ml 7.-9.ml 5.-6.ml 5.-6.ml 5.-6.ml 3.-5.ml 1.-2.ml

Saule*

<8 | oot | nicht 1o | 1020% | 0% | 4060% | nicht nicht
PP P eluierbar 2 MeCN MeCN MeCN eluierbar eluierbar

Kartusche pH 5

HPLC, . nicht . . . je nach nicht nicht

C18-Saule 2min eluierbar 2min 6,5min 15 min Amin eluierbar eluierbar

7 Als Elutionsmittel wurde Wasser oder 0,9% NaCl verwendet.
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4.4  Herstellung von Chelator-Amin-Konjugaten

Konjugate mit den einfachen Aminen n-Butylamin und Dibutylamin wurden zuné&chst als

Modellverbindung hinsichtlich der Optimierung der Reaktion mit dem Protein Annexin V

R R-NH, R S W68 43+
’ M R g
Ny N

R = Chelator [9]

untersucht.

Dazu wurden ein primares Amin (n-Butylamin) bzw. ein sekundéres Amin (Dibutylamin)
gewahlt, welche in der Lage sind, mit der Isothiocyanatgruppe des Chelatisierungsagenzes
zu reagieren. Die Amine bilden mit der Isothiocyanatgruppe des Chelatisierungsagenzes die
entsprechenden Thioharnstoffderivate. Dabei wurden die Reaktionen mit NOTA-NCS, PCTA-
NCS und oxo-DO3A-NCS durchgefiihrt. Die Thioharnstoffderivate wurden dann mit ®®Gallium

markiert.
Tabelle 4. 23 stellt die angesetzten Mengen an Chelator-NCS dar.

Tabelle 4. 22: Angesetzte Mengen an Chelator-NCS zur Bildung der Chelator-Amin-Konjugate

Stammldsung Angesetzte Menge an
[3 mg/ml DMF oder MeCN] Chelator-NCS [nmol]
NOTA-NCS (5.4 pmol) 135
PCTA-NCS (4.7 umol) 117
0x0-DO3A-NCS (5.0 umol) 125

Folgende Chelator-Amin-Verhdltnisse wurden eingesetzt (siehe Tabelle 4. 23).
Der Nachweis der radiochemischen Ausbeute erfolgte mittels HPLC-Analytik bzw.

Dunnschichtchromatographie.

Tabelle 4. 23: Radiochemische Ausbeute des **Ga-Chelator-Amin-Konjugats, vorbereitet in
verschiedenen Verhdltnissen (Kopplung: 60 Min., RT, pH 8,5; Markierung:
15 Min., 90 °C, pH 4)

Chelatisierungsagenz:Amin

Chelator-Amin-Konjugat 1:1 \ 1:2 \ 2:5

Radiochemische Ausbeute [%]
PCTA-Dibutylamin 79 % 85 % 90 %
NOTA-Dibutylamin 86 % 85 % 93 %
0x0-DO3A-Dibutylamin 81 % 83 % 88 %
PCTA-n-Butylamin 83 % 84 % 89 %
NOTA-n-Butylamin 85 % 85 % 92 %
0x0-DO3A-n-Butylamin 79 % 83 % 88 %

In der obigen Tabelle sind die jeweils erzielten radiochemischen Ausbeuten dargestellt.

Es konnten gute bis sehr gute radiochemische Ausbeuten erzielt werden. Als hauptsachliche
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Nebenprodukte wurden freies *®Gallium bzw. Galliumkolloid und Chelator-Hydrolyseprodukt

beobachtet.

In der folgenden Abbildung sind beispielhafte Radiochromatogramme des *®Ga-NOTA-NCS,
®®Ga-NOTA-n-Butylamin-Konjugats und *®Ga-NOTA-Dibutylamin-Konjugats dargestellt.

CE5  x1ES 34
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T R TP 2y v, o M, .
1,00
0,00 5,00 10,00 15,00 min
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CIrI:ICI
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Abbildung 4.5:  ®Ga-NOTA-NCS (oben), ®*Ga-NOTA-n-Butylamin-Konjugat (Mitte) und
68Ga—NOTA-DibutyIamin-Konjugat (unten)

4.4.1 Optimierung der ®Ga-Markierung der Chelator-Amin-Konjugate hinsichtlich
der Konjugatkonzentration

s R s. R
MNH MNH
/—< >—NH /—< >—NH
A~ N~ ~COOH “COOH

68, A~ N
HOOC Q/ \7 Ga HOOC NGBGa\7
)N - NV
HOOC HoOC

Dazu wurde eine Chelatisierungsagenz-Stammldsung hergestellt aus 3 mg Chelator-NCS in
1 ml DMF (5,4 umol NOTA-NCS, 4,7 umol PCTA-NCS, 4,9 umol oxo-DO3A-NCS). Ein
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Aliquot der Stammldsung (54-161 nmol NOTA-NCS, 47-118 nmol PCTA-NCS, 50-149 nmol
0x0-DO3A-NCS) wurde mit
Stoffmengenverhéltnis (2:5) 60 Minuten bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Ohne

dem Modellamin (n-Butylamin oder Dibutylamin) im
Aufreinigung wurden 10 pl dieser Chelator-Amin-Konjugat-Lésung zu 25 pl 3M Ammonium-
60 Il HEPES-Puffer
100 pl ®Ga-Lésung mit einer Aktivitat von ca. 300 MBq gegeben. Die Markierung erfolgte
15 Minuten lang bei 90 °C und pH 4.

acetatpuffer oder (zur Einstellung des pH-Wertes auf 4) und

Tabelle 4. 24 stellt die radiochemische Ausbeute des °®Ga-PCTA-Dibutylamin-Konjugats,

®Ga-NOTA-n-Butylamin-Konjugats ~ und  ®®Ga-oxo-DO3A-Dibutylamin-Konjugat in
Abh&ngigkeit von der eingesetzten Menge an Chelator-NCS dar. Die Ausbeutenbestimmung

erfolgt mittels HPLC-Analyse.

Tabelle 4. 24: Radiochemische Ausbeuten (RA) der 68Ga—CheIator—Amin-Konjuga’[e
in Abhangigkeit von der eingesetzten Chelator-NCS Stoffmenge (Kopplung:
60 Min., RT, pH 8,5; Markierung: 15 Min., 90 °C, pH 4)

68
%Ga-PCTA- ®Ga-NOTA-n- Ga-oxo-
PCTA-NCS | Dibutylamin- | NOTA-NCS | Butylamin- OXON[C):(?A' Dib?j??gr;m
[nmol]* Konjugat [nmol]* Konjugat [nmol]* Kon?/ugat
RA [%] RA [%] Ao
47 78 54 80 50 76
71 82 80 88 75 84
94 86 107 88 99 88
118 86 133 93 124 88
- i 161 93 149 88

* Stammldsung 3 mg/ml

Die Hohe der radiochemischen Ausbeute korreliert proportional mit der zugegebenen Menge
an Chelator-NCS, bis zum Erreichen eines Maximums. Die radiochemische Ausbeute erhoht
sich mit Steigerung der Zugabe an Chelatisierungsagenz nicht mehr. Es konnte eine
maximale radiochemische Ausbeute von 86% (PCTA-NCS), 93% (NOTA-NCS) und 88%
(oxo-DO3A-NCS) erzielt werden. Als hauptséchliche Nebenprodukte wurden freies ®Gallium

bzw. Galliumkolloid und Chelator-Hydrolyseprodukt beobachtet.

4.4.2 Markierung der NOTA-Amin-Konjugate mit Al-*F-Komplex

Nach Herstellung des NOTA-Amin-Konjugats (135 nmol NOTA-NCS) und dem Modellamin
Dibutylamin oder n-Butylamin (im Verhaltnis 2:5, 60 Min., Raumtemperatur, pH 8,5) wurde
ohne Aufreinigung des Konjugats zu 25 pl dieser Lésung 100 pl Al-*®F-Komplex gegeben.
Die Markierung lief 15 Minuten lang bei Raumtemperatur und pH 4. Die Markierungs-

ausbeuten bei Raumtemperatur lagen zwischen 46% und 52%.
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Ausgewertet wurde mittels Kartuschenaufreinigung und HPLC-Analyse. Dabei wurde die
Probe auf eine konditionierte C18-SepPak-Kartusche gegeben. Zunéchst wurde der Al-'®F-
Komplex mit Wasser eluiert. AnschlieBend wurde das markierte NOTA-Amin-Konjugat mit
50%iger MeCN-Wasser-Lésung eluiert. Dabei blieb das freie °F-Fluorid auf der C18-
SepPak-Kartusche zuriick.

4.5 Post- und Pre-Konjugat-Markierung mit ®Gallium und Al-*®F-Komplex

(Reaktionen mit Proteinen)

Post-Konjugate

Radionuklid- _
R R S R S
R1-NH, J R Markierun J Re
Ny ————2> N” N Jarderung,
C H H

NTON
<g H H

Markierung

i id- Radionuklid -
Radionuklid ‘R/\©\ RI-NH, adionukli ‘R/\©\ i
.R!
N~ °N
N H

“Cs H
R = Chelator S

R! = Amin/Protein

Die Post-Konjugat-Markierungsmethode bedeutet im ersten Schritt die Kopplung
des Chelatisierungsagenzes mit dem Protein. Erst nach der Kopplung wird das entstandene
Chelator-Protein-Konjugat mit dem Radionuklid markiert.

Bei der Pre-Konjugat-Markierungsmethode wird zunachst der Chelator-NCS mit dem
Radionuklid markiert und anschlieRend mit dem Protein gekoppelt.

Die Pre-Konjugat-Markierungsmethode hat den entscheidenden Nachteil, dass sowohl
die Markierung als auch die Kopplung mit Radioaktivitat erfolgen, also in zwei Arbeitschritten,
wahrend bei der Post-Konjugat-Markierungsmethode nur ein radioaktiver Arbeitsschritt
erfolgt, namlich nur die Markierung. Die eingesetzten Radionuklide, sowohl ®®Gallium als
auch '®F-Fluorid haben eine geringe Halbwertszeit. Ein méglichst spater Einsatz des
Radionuklids ist daher im Hinblick auf den fortschreitenden Zerfall wichtig.

Die Pre-Konjugat-Markierungsmethode hat jedoch auch einen mdglicherweise
entscheidenden Vorteil, dass die Stoffmengen gering gehalten werden kénnen. Im Grenzfall
kénnte radiomarkiertes bifunktionelles Chelatisierungsagenz  mittels z.B. HPLC-
Chromatographie vom unmarkierten bifunktionellen Chelatisierungsagenz getrennt und
gereinigt werden. Somit bestinde die Mdoglichkeit einer strikten 1:1 Markierung von
Radionuklid und Protein, welches strukturell die geringstmégliche Veranderung des Proteins

bedeutet und somit hdchste biologische Aktivitat.
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4.5.1 Herstellung von Chelator-Protein-Konjugaten

Die Bildung der Chelator-Protein-Konjugate erfolgte analog den Kopplungsreaktionen mit
Aminen (siehe 4. 4). Dazu wurden verschiedene Chelator-Protein-Verhaltnisse untersucht,
wie 1:1, 2:1, 3:1 und 1:2 (Chelatisierungsagenz zu Protein). Zur Bildung des Konjugats
wurde Natriumhydrogencarbonat in Form des Feststoffs zur Einstellung des pH-Wertes von
8,5 hinzugegeben. In Tabelle 4. 34 und Tabelle 4. 40 sind abschliel3end alle Ergebnisse
dieser Untersuchungen verschiedener Verhéltnisse und Temperaturen (Raumtemperatur

bzw. 40 °C) mit den Proteinen Albumin und Annexin V aufgelistet.

4.5.2 Markierung von Proteinen mit ®Gallium

Post-Konjugat-Markierungsmethode

R R S
A©\N AVIdIn'LyS'NHz m J]\N/Lys_Avidin Markierung
H

- @ o N
H

R = Chelator

Lys-Avidin
s

\
S—NH
NH
~~COOH

Hooc” NgaN
N

HOOC

Avidin (in wassriger Lésung) wurde mit NOTA-NCS (in DMF oder MeCN) bis zu zwei
Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Die jeweilige NOTA-Avidin-
Konjugatlésung wurde danach mit ®*Gallium (ca. 300 MBq) 15 Minuten bei Raumtemperatur
und pH 4 markiert. Die markierte Losung wurde mittels PD10-Chromatoghraphie analysiert.
Die Trennung erfolgte in 1 ml-Schritten mit Wasser als Elutionsmittel. Die Ausbeuten-
bestimmung erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie. Die Detektion erfolgte mithilfe des

Gammacounters nach Zerschneiden des DC-Streifens in zwei gleich grof3e Abschnitte.

Das markierte NOTA-Avidin-Konjugat befand sich auf dem unteren Abschnitt der DC-Platte
(Si60), genauer gesagt unmittelbar auf der Basislinie (R; = 0), sowohl in MeCN/Wasser (1:1)
als auch in NaCl (0,9%) oder Citratpuffer (pH 5). Davon gut zu unterscheiden ist das freie
®Gallium, welches ebenso wie das markierte ungebundene NOTA-NCS und
Hydrolyseprodukt auf dem oberen Abschnitt lag (Rf > 0.5). Ein moglicherweise gebildetes

®8Galliumkolloid befindet sich genau wie das markierte NOTA-Avidin-Konjugat auf dem
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unteren Abschnitt der DC-Platte (Rf < 0.5). Trennen kann man das ®Galliumkolloid von dem

Protein wirkungsvoll mittels PD10-Chromatographie.

Tabelle 4. 25 gibt die Positionen der ®®Gallium markierten Bestandteile auf der iTLC bei

Verwendung des Flielmittels 0.9% NaCl wieder.

Tabelle 4. 25: NOTA-Avidin-Konjugat markiert mit ®®Gallium

Bestandteil Position
*®Gallium oben
**Ga-NOTA-NCS oben
**Ga-NOTA-Hydrolyseprodukt oben*
**Ga-NOTA-Avidin unten
**Galliumkolloid unten*

*Durch die mildere Reaktionstemperatur bildet sich weder
Hydrolyseprodukt noch Galliumkolloid.

Um das Chelator-Protein-Konjugat von allen moglichen Edukten/Nebenprodukten zu
trennen, wurde die Ldsung mittels PD10-Chromatographie aufgereinigt. Dabei wurde der
grofite Anteil an NOTA-Avidin-Konjugat in der 4. ml-Fraktion mit Wasser eluiert, wahrend die

anderen Bestandteile (wie z.B. ®®Gallium oder ®*Ga-NOTA-NCS) erst spater eluiert wurden.

Pre-Konjugat-Markierungsmethode

Radionuklid. Radionuklid. _
R R R S
N Markierung N Avidin-Lys-NH, l\|J\N,LyS-Avidin
S ~ —_—
“Cs “Cs
Sg Csg H H

R = Chelator

NOTA-NCS (in DMF oder MeCN), wurde mit ®Gallium bzw. Al-**F-Komplex (ca. 300 MBQq)
und jeweiliger Pufferlosung (HEPES bei der Galliummarkierung oder Aluminiumacetatpuffer
bei der Fluormarkierung) zur Einstellung des pH-Wertes auf 4 versetzt. Die Markierung
wurde entweder bei Raumtemperatur oder bei 90 °C durchgefiihrt. Die Analyse der *®Ga-
Markierung erfolgte mittels Dunnschichtchromatographie oder HPLC-Analyse, die des mit Al-
F.markierten Produkts mittels Diinnschichtchromatographie. AnschlieBend erfolgte
entweder die Aufreinigung der markierten Lésung oder die Reaktionslésung wurde sogleich
ohne weitere Aufreinigung mit dem Protein gekoppelt, wobei der pH-Wert durch Zugabe von

Natriumhydrogencarbonat auf pH 8,5 eingestellt wurde.
Die Analytik bzw. Aufreinigung erfolgte mittels PD10-Chromatographie. Zur Ausbeuten-

bestimmung wurden die Aktivitaten der einzelnen Fraktionen und dem verbleibenden Rest

auf der PD10-S&ule miteinander verglichen.
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Pre-Konjugat-Markierung mit Aufreinigung

Hierzu wurden 134 nmol NOTA-NCS (Stammldsung: 3 mg/ml DMF bzw. MeCN) 15 Minuten
bei Raumtemperatur und pH 4 mit %®Ga-Lésung markiert (Ausbeute von > 85%).
Die Aufreinigung der LOsung erfolgte mit einer C18-Kartusche oder mittels HPLC-
Chromatographie.

C18-Kartusche: Die mit Wasser verdinnte Probe wurde auf die C18-Kartusche gegeben,
welche zuvor mit MeCN und Wasser konditioniert wurde. Dann wurde mit Wasser gespult
(0,5 ml), um freies *®*Gallium zu eluieren. Danach wurde mit 20% MeCN/Wasser (0,5 ml)
eluiert, um gegebenenfalls NOTA-Hydrolyseprodukt zu entfernen. Mit 50% MeCN/Wasser
(0,5 ml) wurde NOTA-NCS eluiert. Evtl. gebildetes Galliumkolloid wirde auf der Kartusche
verbleiben. Die Aktivitaten der jeweiligen Fraktionen und in der C18-Kartusche wurden im

Gammacounter vermessen.

HPLC-Chromatographie: Ein Aliqguot des Reaktionsansatzes wurde in die HPLC injiziert und

die Fraktion bei 15 Minuten, also markiertes NOTA-NCS, aufgefangen.

Zu 200 pl der aufgereinigten ®*Ga-NOTA-NCS-Lésung wurden 164 nmol Avidin (in 100 pl
Wasser) gegeben und der pH-Wert mit Natriumhydrogencarbonat auf 8,5 eingestellt.
Die Kopplungsreaktion erfolgte bis zu 75 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurde
die Ausbeute mittels DC-Chromatographie und HPLC-Analyse bestimmit.

Die Ausbeute des ®®Ga-NOTA-Avidin-Konjugats, nach einer C18-Kartuschenaufreinigung
von *®Ga-NOTA-NCS-Lésung ist in Tabelle 4. 26 dargestellt.

Tabelle 4. 26: Radiochemische Ausbeute des 68Ga-NOTA-Avidin-Konjugats in Abhangigkeit
von der Kopplungsdauer nach der Pre-Konjugat-Markierung und mit

Kartuschenaufreinigung

Kopplungsdauer Radiochemische Ausbeute
[min] aus der DC/HPLC [%]
30 50
45 68
60 68
75 68

Es konnte eine maximale radiochemische Ausbeute von 68% erzielt werden, und zwar ist sie
bereits bei einer Reaktionsdauer von 45 Minuten erreicht. Bei einer Verlangerung der

Reaktionszeit bleibt diese radiochemische Ausbeute unverandert.
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Pre-Konjugat Markierung ohne Aufreinigung

134 nmol NOTA-NCS (Stammlosung: 3 mg/ml DMF bzw. MeCN) wurden mit
100 pl ®Gallium-Lésung 15 Minuten bei Raumtemperatur und pH 4 markiert (radiochemische
Ausbeute von > 90%). Die Reaktionslosung wurde sodann ohne Aufreinigung mit 164 nmol
Avidin (in 100 yl Wasser) bei pH 8,5 gekoppelt. Die Kopplungsreaktion erfolgte bis zu
90 Minuten bei Raumtemperatur. Alle 15 Minuten wurde eine Probe entnommen und mittels
iTLC-Chromatographie (0.9% NacCl) analysiert.

Tabelle 4. 27: Radiochemische Ausbeute des *®Ga-NOTA-Avidin-Konjugats in Abhangigkeit
von der Kopplungsdauer nach der Pre-Konjugat-Markierung von NOTA-NCS und

ohne Kartuschenaufreinigung

Kopplungsdauer Radiochemische Ausbeute
[min] aus der DC [%)]
15 13
30 25
45 40
60 52
75 63
90 63

Es konnte eine maximale radiochemische Ausbeute von 63% erzielt werden, die bei einer

Reaktionsdauer von 75 Minuten erreicht wurde.

Tabelle 4. 28: Zusammenfassung der Pre-Konjugat-Markierung von NOTA-NCS und
anschliel3ender Kopplung mit Avidin, mit und ohne Aufreinigung

Kopplungsdauer [min] / Radiochemische Ausbeute

Methode Gesamtreaktionszeit
" [%]
[min]
, - 45/ 68
Mit Aufreinigung 7410+45% 68 (bezogen auf "Ga-NOTA-NCS)
. 75/ 68~ 3+
Ohne Aufreinigung 740475+ 63 (bezogen auf ~"Ga™)

*Gesamtreaktionszeit: Markierung + Aufreinigung + Kopplung

Im direkten Vergleich fiihrt die Pre-Konjugat-Markierungsmethode mit Aufreinigung zu einer
leicht h6heren maximalen Ausbeute. Durch die Aufreinigung nach der Markierung werden
sowohl freies ®Gallium als auch mégliches Galliumkolloid (bei héheren Temperaturen) von
der Reaktionsmischung getrennt. Ohne Aufreinigung bleiben diese in der Losung enthalten.
Nach der Kopplung ist die Abtrennung des Galliumkolloids vom Chelator-Protein-Konjugat
kompliziert. Daher erscheint eine Aufreinigung nach der Pre-Konjugat-Markierungsmethode

bereits vor der Konjugatbildung sinnvoll.
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4.5.3 Suche nach dem optimalen Verhaltnis NOTA-NCS zu Albumin

Fur die Kopplungsreaktion wird angestrebt, ein mdglichst optimales Verhéltnis an Protein zu
Chelatisierungsagenz zu finden. Angesichts des hohen Preises von Annexin V war es
wichtig, so wenig an Protein wie moglich, jedoch so viel wie nétig einzusetzen, um eine hohe
Ausbeute bei der Konjugatbildung zu erzielen. Daher wurden Untersuchungen mit den
Proteinen Albumin und Annexin V durchgefiihrt, die der Findung der optimalen Verhaltnisse
dienen.

Dabei sollte beachtet werden, dass sich das angegebene Verhaltnis (siehe unten) bei den
Post-Konjugat-Markierungen auf die eingesetzten Stoffmengen des nicht markierten NOTA-
NCS beziehen (nicht auf das markierte NOTA-NCS). Bei den Pre-Konjugat-Markierungen
bzw. in Fallen wo nur radioaktive Substanz vorgelegen wird, ist die Konzentration des
stabilen nicht radioaktiven Reaktionspartners (in unserem Falle des Proteins) die

ausschlaggebende Grolie.

Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Protein-Konjugat mit *®Gallium

Albumin (in wassriger Losung) wurde mit NOTA-NCS (in MeCN) zwei Stunden bei
Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. AnschlieRend erfolgte die Auftrennung mittels PD10-
Chromatographie. Die 4. ml Fraktion*, in der sich der Hauptteil des NOTA-Protein-Konjugats
befindet, wurde mit ®®Gallium (ca. 300 MBq) bei pH 4 markiert.

*Aus wirtschaftlichen Grinden wurde nur die 4. ml-Fraktion untersucht, obwohl in der MS nachgewiesen wurde,

dass sich auch ein geringer Anteil an Protein in der 3. und 5. ml Fraktion befinden (siehe dazu 4.6. 4).

453.1 Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Albumin im Verhéltnis von 1:1
(Kopplung: bei RT, Markierung: bei RT, mit Aufreinigung)

167 nmol Albumin (in 100 pl Wasser) wurden mit 167 nmol NOTA-NCS (in 30 yl MeCN) zwei
Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Die Reaktionslésung wurde
anschlielend mittels PD10-Chromatographie aufgereinigt. Die 4. ml-Fraktion wurde mit
®Gallium bis zu 75 Minuten bei Raumtemperatur und pH 4 markiert. Alle 15 Minuten wurde
eine Probe enthommen und mittels iTLC-Chromatographie (0.9% NacCl) analysiert (siehe
Tabelle 4. 29).

Ein HPLC-Lauf nach der Kopplungsreaktion wurde nicht gemacht, da sowohl die C18- als

auch C4-Saulen fur das groRe Protein nicht geeignet waren.
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Tabelle 4. 29: Radiochemische Ausbeute des ®*Ga-NOTA-Albumin-Konjugats (1:1) nach
der Post-Konjugat-Markierung, RT/RT, mit Aufreinigung

Markierungsdauer [min] Radiochemische Ausbeute [%)]
15 38
30 70
45 78
60 84
75 84

Es konnte eine maximale radiochemische Ausbeute von 84% erzielt werden bei einer
Markierungsdauer von 60 Minuten. Eine Verlangerung der Markierungszeit erhoht diese
nicht mehr. Die restlichen 16% waren auf dem oberen Abschnitt der DC-Platte zu finden.
Diese Aktivitat kann nur dem ®®Gallium entsprechen, da die Lésung vor der Markierung
mittels PD10-Chromatographie aufgereinigt wurde und nur mit der Proteinfraktion
fortgefahren wurde. Eine schrittweise Elution der Losung in der C18-Kartusche mittels
zunachst Wasser und anschlie3end 10-50% MeCN/Wasser-Mischungen bestétigt, dass es
sich tatsachlich um freies ®*Gallium handelte.

453.2 Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Albumin im Verhaltnis von 1:1
(Kopplung: bei RT, Markierung: bei 40 £ 1 °C, mit Aufreinigung)

167 nmol Albumin (in 100 yl Wasser) wurden mit 167 nmol NOTA-NCS (in 30 pyl MeCN) zwei
Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Die Reaktionslésung wurde
anschlielend mittels PD10-Chromatographie aufgereinigt. Die 4. ml-Fraktion wurde mit
®Gallium bis zu 40 Minuten bei 40 °C und pH 4 markiert. Alle 10 Minuten wurde eine Probe

entnommen und mittels iTLC-Chromatographie (0.9% NaCl) analysiert.

Tabelle 4. 30: Radiochemische Ausbeute des 68Ga-NOTA—AIbumin-Konjugats (1:1) nach
der Post-Konjugat-Markierung, RT/40 °C, mit Aufreinigung

Markierungsdauer [min] Radiochemische Ausbeute [%]
10 85
20 85
30 85
40 85

Es konnte eine maximale radiochemische Ausbeute von 85% erzielt werden bei einer
Markierungsdauer von nur 10 Minuten. Eine Verlangerung der Markierungszeit erhdht diese

nicht mehr.
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45.3.3 Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Albumin im Verhaltnis von 2:1
(Kopplung: bei RT, Markierung: bei 40 + 1 °C, mit Aufreinigung)

167 nmol Albumin (in 100 pl Wasser) wurden mit 334 nmol NOTA-NCS (in 60 yl MeCN) zwei
Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Die Reaktionsldsung wurde
anschlielend mittels PD10-Chromatographie aufgereinigt. Die 4. ml-Fraktion wurde mit
®®Gallium bis zu 40 Minuten bei 40 °C und pH 4 markiert. Alle 10 Minuten wurde eine Probe
entnommen und mittels iTLC-Chromatographie (0.9% NacCl) analysiert.

Tabelle 4. 31: Radiochemische Ausbeute des *®Ga-NOTA-Albumin-Konjugats (2:1) nach
der Post-Konjugat-Markierung, RT/40 °C, mit Aufreinigung

Markierungsdauer [min] Radiochemische Ausbeute [%]
10 66
20 83
30 93
40 93

Es konnte eine maximale radiochemische Ausbeute von 93% erzielt werden bei einer
Markierungsdauer von 30 Minuten. Eine Verlangerung der Markierungszeit erhoht diese

nicht mehr.

45.3.4 Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Albumin im Verhaltnis von 3:1
(Kopplung: bei RT, Markierung: bei 40 £ 1 °C, mit Aufreinigung)

167 nmol Albumin (100 pl Wasser) wurden mit 501 nmol NOTA-NCS (in 90 yl MeCN) zwei
Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Die Reaktionslésung wurde
anschlielend mittels PD10-Chromatographie aufgereinigt. Die 4. ml-Fraktion wurde mit
®8Gallium bis zu 30 Minuten bei 40 °C und pH 4 markiert. Alle 10 Minuten wurde eine Probe
entnommen und mittels iTLC-Chromatographie (0.9% NacCl) analysiert.

Tabelle 4. 32: Radiochemische Ausbeute des 68Ga-NOTA-AIbumin-Konjugats (3:1) nach
der Post-Konjugat-Markierung, RT/40 °C, mit Aufreinigung

Markierungsdauer [min] Radiochemische Ausbeute [%)]
10 83
20 87
30 87

Es konnte eine maximale radiochemische Ausbeute von 87% erzielt werden bei einer
Markierungsdauer von 20 Minuten. Eine Verlangerung der Markierungszeit erhoht diese

nicht mehr.
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45.3.5 Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Albumin im Verhéltnis von 1:2
(Kopplung: bei RT, Markierung: bei 40 + 1 °C, mit Aufreinigung)

167 nmol Albumin (in 100 pl Wasser) wurden mit 84 nmol NOTA-NCS (in 15 pl MeCN) zwei
Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Die Reaktionsldsung wurde
anschlielend mittels PD10-Chromatographie aufgereinigt. Die 4. ml-Fraktion wurde mit
®®Gallium bis zu 30 Minuten bei 40 °C und pH 4 markiert. Alle 10 Minuten wurde eine Probe
entnommen und mittels iTLC-Chromatographie (0.9% NacCl) analysiert.

Tabelle 4. 33: Radiochemische Ausbeute des *®Ga-NOTA-Albumin-Konjugats (1:2) nach
der Post-Konjugat-Markierung, RT/40 °C, mit Aufreinigung

Markierungsdauer [min] Radiochemische Ausbeute [%]
10 76
20 78

Es konnte eine maximale radiochemische Ausbeute von 78% erzielt werden bei einer
Markierungsdauer von 20 Minuten. Eine Verlangerung der Markierungszeit erhoht diese

nicht mehr.

Zusammenfassung der ®®Ga-Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Albumin-Konjugat

Tabelle 4. 34: Zusammenfassung der Post-Konjugat-Markierung mit ®Gallium
in verschiedenen Verhaltnissen Albumin zu NOTA-NCS nach Aufreinigung

mittels PD10-Chromatographie

Verhéaltnis Albumin:NOTA-NCS Markierungsdauer Radiochemische Ausbeute
(Markierungstemperatur) [min] [%0]
1:1 (Raumtemperatur) 15/30/45/60 38/70/78/84
1:1 (40 °C) 10 85
1:2 (40 °C) 10/20/30 66 /83/93
1:3 (40 °C) 10/20 83 /87
2:1 (40 °C) 10/20 76/78

Mit Erhdhung der Markierungsdauer liel3 sich in allen Verhaltnissen sowohl bei Raum-
temperatur als auch bei 40 °C eine Erhéhung der Ausbeute erzielen bis zum Erreichen eines
Maximums. Die hdchste radiochemische Ausbeute von 93% ergab sich bei einem Verhaltnis
von 1:2 (Albumin zu NOTA-NCS) bei einer Markierungstemperatur von 40 °C nach

30 Minuten Reaktionsdauer.
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45.4 Suche nach dem optimalen Verhaltnis NOTA-NCS zu Annexin V

In den folgenden Reaktionen wurde nach dem optimalen Verhéltnis zwischen NOTA-NCS
und dem Protein Annexin V gesucht.

Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Annexin V mit ®®Gallium

Annexin V (in wassriger Losung) wurde mit NOTA-NCS (in MeCN) zwei Stunden bei
Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Anschliel3end erfolgte die Auftrennung mittels PD10-
Chromatographie. Die 4. ml Fraktion, in der sich der Hauptteil des NOTA-Protein-Konjugats
befindet, wurde mit ®Gallium (ca. 300 MBq) bei Raumtemperatur bzw. 40 °C und pH 4

markiert.

4541 Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Annexin V im Verhaltnis von 1:1
(Kopplung: bei RT, Markierung: bei RT, mit Aufreinigung)

164 nmol Annexin V (in 100 pl Wasser) wurden mit 164 nmol NOTA-NCS (in 30 ul MeCN)

zwei Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Die Reaktionslésung wurde mittels

PD10-Chromatographie aufgereinigt. Die 4. ml Fraktion wurde mit 100 ul ®®Gallium bis zu

60 Minuten bei Raumtemperatur und pH 4 markiert. Alle 15 Minuten wurde eine Probe

entnommen und mittels iTLC-Chromatographie (0.9% NaCl) analysiert (siehe Tabelle 4. 35).

Ein HPLC-Lauf nach der Kopplungsreaktion wurde nicht gemacht, da sowohl die C18- als
auch C4-Saulen fur das grof3e Protein nicht geeignet waren.

Tabelle 4. 35; Radiochemische Ausbeute des *®Ga-NOTA-Annexin V-Konjugats (1:1) nach der
Post-Konjugat-Markierung, RT/RT, mit Aufreinigung

Markierungsdauer [min] Radiochemische Ausbeute [%]
15 50
30 90
45 90
60 90

Es konnte eine maximale radiochemische Ausbeute von 90% (nach 30 Minuten) erzielt

werden.
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45.42 Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Annexin V im Verhaltnis von 1:1,
(Kopplung: bei RT, Markierung: bei 40 + 1 °C, mit Aufreinigung)

164 nmol Annexin V (in 100 pl Wasser) wurden mit 164 nmol NOTA-NCS (in 30 pul MeCN)
zwei Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Die Reaktionslosung wurde mittels
PD10-Chromatographie aufgereinigt. Die 4. ml Fraktion wurde mit 100 pl ®*Gallium bis zu
30 Minuten bei 40 °C und pH 4 markiert. Alle 10 Minuten wurde eine Probe entnommen und
mittels iTLC-Chromatographie (0.9% NacCl) analysiert.

Tabelle 4. 36: Radiochemische Ausbeute des *®Ga-NOTA-Annexin V-Konjugats (1:1) nach der
Post-Konjugat-Markierung, RT/40 °C, mit Aufreinigung

Markierungsdauer [min] Radiochemische Ausbeute [%]
10 67
20 90
30 90

Es konnte eine maximale radiochemische Ausbeute von 90% (nach 20 Minuten) erzielt

werden.

4543 Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Annexin V im Verhaltnis von 2:1,
(Kopplung: bei RT, Markierung: bei 40 + 1 °C, mit Aufreinigung)

36 nmol Annexin V (in 50 pl Wasser) wurden mit 72 nmol NOTA-NCS (in 15 pyl MeCN) zwei
Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Die Reaktionslésung wurde mittels
PD10-Chromatographie getrennt. Die 4. ml-Fraktion wurde mit 100 pl ®®Gallium bis zu
30 Minuten bei 40 °C und pH 4 markiert. Alle 10 Minuten wurde eine Probe enthommen und

mittels iTLC-Chromatographie (0.9% NaCl) analysiert.

Tabelle 4. 37: Radiochemische Ausbeute des *®Ga-NOTA-Annexin V-Konjugats (2:1) nach der
Post-Konjugat-Markierung, RT/40 °C, mit Aufreinigung

Markierungsdauer [min] Radiochemische Ausbeute [%)]
10 78
20 96
30 98

Es konnte eine maximale radiochemische Ausbeute von 96-98% (nach 20-30 Minuten)

erzielt werden.
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45.4 4: Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Annexin V im Verhéltnis von 3:1
(Kopplung: bei RT, Markierung: bei 40 + 1 °C, mit Aufreinigung)

36 nmol Annexin V (in 50 yl Wasser) wurden mit 108 nmol NOTA-NCS (in 20 pl MeCN) zwei
Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Die Reaktionslésung wurde mittels
PD10-Chromatographie getrennt. Die 4. ml-Fraktion wurde mit 100 pl ®®Gallium bis zu
40 Minuten bei 40 °C und pH 4 markiert. Alle 10 Minuten wurde eine Probe enthommen und
mittels iTLC-Chromatographie (0.9% NacCl) analysiert.

Tabelle 4. 38: Radiochemische Ausbeute des *®Ga-NOTA-Annexin V-Konjugats (3:1) nach der
Post-Konjugat-Markierung, RT/40 °C, mit Aufreinigung

Markierungsdauer [min] Radiochemische Ausbeute [%]
10 53
20 84
30 93
40 93

Es konnte eine maximale radiochemische Ausbeute von 93% (nach 30 Minuten) erzielt

werden.

45.45: Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Annexin V im Verhéaltnis von 1:2
(Kopplung: bei RT, Markierung: bei 40 + 1 °C, mit Aufreinigung)

72 nmol Annexin V (in 50 pl Wasser) wurden mit 37 nmol NOTA-NCS (in 7 yul MeCN) zwei
Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Die Reaktionsldsung wurde mittels
PD10-Chromatographie getrennt. Die 4. ml-Fraktion wurde mit 100 pl ®®Gallium bis zu
30 Minuten bei 40 °C und pH 4 markiert. Alle 10 Minuten wurde eine Probe entnommen und

mittels iTLC-Chromatographie (0.9% NaCl) analysiert.

Tabelle 4. 39: Radiochemische Ausbeute des ®Ga-Annexin V-Konjugats (1:2) nach der Post-

Konjugat-Markierung, RT/40°C, mit Aufreinigung

Markierungsdauer [min] Radiochemische Ausbeute [%)]
10 30
20 47
30 63

Es konnte eine maximale radiochemische Ausbeute von 63% (nach 30 Minuten) erzielt

werden.
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Zusammenfassung der ®®Ga-Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Annexin V-

Konjugat, vorbereitet in verschiedenen Verhaltnissen

Tabelle 4. 40: Zusammenfassung der Post-Konjugat-Markierung mit ®*Gallium

in verschiedenen Verhéaltnissen Annexin V zu NOTA-NCS

Verhaltnis NOTA-NCS:Protein Markierungsdauer Radiochemische Ausbeute
(Markierungstemperatur) [min] [%]
1:1 (Raumtemperatur) 30 90
1:1 (40 °C) 10/20 67 /90
2:1 (40 °C) 10/20/30 78/96/98
3:1 (40 °C) 10/20/30 53/84/93
1:2 (40 °C) 10/20/30 30/47/63

Die Post-Konjugat-Markierung bei einer Temperatur von ca. 40 °C im Verhaltnis 2:1 (NOTA-
NCS zu Protein) erzielt die hochsten Ausbeuten von 98%.

Zusammengefasst lieRen sich fir die Proteine (Albumin und Annexin V) bei der Post-
Konjugat-Markierungsmethode (mit Aufreinigung) sehr gute Ergebnisse erzielen.
Von groRem Vorteil ist neben den guten radiochemischen Ausbeuten, dass nur ein
Arbeitsschritt mit Radioaktivitdt erfolgt. Neben dem Arbeitsschutz bedeutet es auch ein

Vorteil im Hinblick auf den radioaktiven Zerfall durch die naturliche Halbwertszeit.

4.6 Markierung von Proteinen mit Al-*®F-Komplex

Durch die Modell-Versuche mit ®Gallium sowohl mit Albumin als auch mit Annexin V (siehe
oben) sollte das beste Verhaltnis (NOTA-NCS zu Protein) herausgefunden werden, um eine
maoglichst hohe radiochemische Ausbeute bei geringstmdglichem Einsatz des Proteins zu
erzielen. Schon nach wenigen initialen Versuchen mit Al-*®F-Komplex war festzustellen, dass
die Reaktionen schlechtere Ausbeuten erzielten als die oben beschriebenen Reaktionen mit
®Gallium (am Beispiel des NOTA-Albumin-Konjugats im fir °®Ga-Versuche optimalen
Verhéltnis 2:1, siehe 4.6. 1). Daher wurden bei den Versuchen mit Al-'*F-Komplex héhere
Chelatisierungsagenz-Stoffmengen eingesetzt, um zu beobachten, ob man unter diesen
Konditionen eine bessere radiochemische Ausbeute erzielen kann. Ausgegangen war von
der Uberlegung, dass mit steigendem NOTA-Anteil auch mehr NOTA-Molekiile an das

Protein gebunden werden*, damit sollte sich die radiochemische Ausbeute erhdéhen.

* In der Literatur [Lit 41, Lit 82, Lit 83, Lit 84] fand sich ein Hinweis darauf, dass sowohl Avidin als auch Annexin V

mehrere Lysin-Molekiile enthalten und theoretisch mehrere NOTA-Molekile binden kdnnen.

Dabei sollte beachtet werden, dass sich das angegebene Verhdltnis (siehe unten) bei den
Post-Konjugat-Markierungen auf die eingesetzten Stoffmengen des nicht markierten NOTA-

NCS beziehen (nicht auf das markierte NOTA-NCS). Bei den Pre-Konjugat-Markierungen
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bzw. in Fallen wo nur radioaktive Substanz vorgelegen wird, ist die Konzentration des
stabilen nicht radioaktiven Reaktionspartners (in unserem Falle des Proteins) die
ausschlaggebende Grol3e.

46.1 Albumin

4.6.1.1 Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Albumin-Konjugat mit Al-*®F-Komplex
im Verhaltnis von 2:1 (Kopplung: bei RT, Markierung: bei RT,

mit Aufreinigung)

80 nmol Albumin (in 100 pl Wasser) wurden mit 160 nmol NOTA-NCS (in 30 yl MeCN) zwei
Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Mithilfe der PD10-Chromatographie
wurde die NOTA-Albumin-Konjugat-Losung in 1 ml Schritten mit Wasser aufgereinigt. Die 4.
ml-Fraktion wurde unter Zugabe von 60 yl HEPES zur Einstellung des pH-Wertes auf 4
anschlieRend mit 100 pl Al-*®F-Komplex (ca. 300 MBq) 60 Minuten bei Raumtemperatur und
pH 4 markiert. Zur Kontrolle des Reaktionsablaufs wurde eine Probe entnommen und mittels
DC-Chromatographie (Si60, MeCN/Wasser 1:1) analysiert.

Tabelle 4. 41: Radiochemische Ausbeute des Al-'*F-NOTA-Albumin-Konjugats (2:1) nach der

Post-Konjugat-Markierung, mit Aufreinigung

Position auf der DC
MeCN/Wasser 1:1

Oben (R; > 0.5) 37,5 Al-*®F-NOTA-NCS

Al-*® F-NOTA-Albumin
Al-"®F-Komplex, *®F-Fluorid

Ausbeute [%] Substanz

Unten (Rf< 0.5) 62,5

Auf dem unteren Abschnitt des DC-Streifens (R; < 0.5) befand sich ein Anteil von 62,5%.
Dies entspricht dem AI-*F-NOTA-Albumin-Konjugat, Al-'*F-Komplex und dem freien °F-
Fluorid. Geht man davon aus, dass eine unter &hnlichen Bedingungen durchfiihrende
Kopplungsreaktion und daran folgende Markierungsreaktion mit ®®Gallium eine maximale
radiochemische Ausbeute von 84-93 % ergibt (siehe Tabelle 4. 42), kdnnen wir hier bei den
gesamten 62,5%, die unten auf der DC-Platte gefunden waren, dem Al-*®F-NOTA-Albumin-
Konjugat einen Anteil von 52-60 % zuordnen. Diese grobe Abschatzung reprasentiert
allerdings den besten Fall, da wir davon ausgehen, dass die ®Ga-Markierung und Al-'°F-
Markierung vergleichende Ausbeuten ergeben. Gehen wir davon aus, dass die Al-'°F-
Markierung eine schlechtere Ausbeute ergibt, was auch bei Al-**F-Markierung der Chelator-
Amin-Konjugate (siehe Kapitel 4.4. 2) zu sehen war, kénnte den Anteil an Al-**F-NOTA-

Albumin-Konjugat sogar unter 50% liegen.
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Tabelle 4. 42: Vergleichende Ubersicht der Ausbeuten der **Ga-Post-Konjugat-Markierung von

NOTA-Albumin-Konjugat, vorbereitet unter dhnlichen Konditionen

Verhaltnis NOTA-NCS:Albumin Markierungsdauer | Radiochemische Ausbeute
(Temperatur, Kopplung/Markierung) [min] [%0]
1:1 (RT/RT) 60 84"
2:1 (RT/40 °C) 30 93°

" Gleiche Markierungstemperatur (RT) wie bei der oben genannten Reaktion von NOTA-Albumin,
allerdings in einem anderen Verhdltnis vorbereitet.

B Gleiches Verhiltnis (2 zu 1) wie bei der oben genannten Reaktion von NOTA-Albumin, allerdings héhere
Markierungstemperatur (40 °C).

46.2 Avidin

4.6.2.1 Pre-Konjugat-Markierung von NOTA-NCS mit Al-®®F-Komplex und
anschlieBender Kopplungsreaktion mit Avidin (150 nmol/ml)

(Markierung: bei 90 °C, Kopplung: bei RT, mit Aufreinigung)

1072 nmol NOTA-NCS* (in 200 pyl MeCN) wurden mit 100 pl Al-*®F-Komplex (ca. 300 MBq)
15 Minuten bei 90 °C und pH 4 markiert. Der Reaktionsablauf wurde mittels HPLC-Analyse
untersucht. Zu Kontrolle und weiterer Ausbeutebestimmung wurde eine konditionierte C18-

Kartusche beladen.

*Hier wurde eine so hohe Menge an NOTA-NCS eingesetzt, um festzustellen, ob man eine bessere
radiochemische Ausbeute erzielen kann, wenn sich mehrere NOTA-Molekile an Avidin binden. In der Literatur

[Lit 83, Lit 84] fand sich ein Hinweis darauf, dass Avidin mindestens ein Lysin pro Monomer enthalt.

Tabelle 4. 43: Prozentuale Verteilung der Aktivitat der AI-18F-NOTA-NCS-LC')sung

nach Aufreinigung in einer C18-Kartusche

Vorgang Aktivitat auf der C18- Elution von Prozentualer Anteil
Kartusche [MB(q] an eluierter Substanz

Kartusche nach Beladen 34,3 - -
z\(l)agr:n?)pulvorgang mit Wasser 30,77 AI-lBF—KompIex 10,3

Nach Spiilvorgang mit 20%iger 24.95 Al-"°F-NOTA- 16.9
MeCN-L6sung (0,5 ml) ' Hydrolyseprodukt '

Nach Spiilvorgang mit 50%iger 134 Al-"°F-NOTA- 29 7
MeCN-L6sung (0,5 ml) ' NCS '

Mit dem 50%igen MeCN-Eluat wurden 72,7% an Aktivitat eluiert. Diese Aktivitdt entspricht
dem markierten NOTA-NCS. Die auf der Kartusche verbliebene Aktivitat (1,34 MBqQ)

entspricht dem freien *®F-Fluorid.

Die aufgereinigte Al-'®F-NOTA-NCS-Lésung in 500 pl 50%iger MeCN/Wasser-Lésung wurde
danach mit 90 nmol Avidin (in 100 pl Wasser) 60 Minuten bei Raumtemperatur und pH 8,5
gekoppelt. Die Detektion der Aktivitat in der Losung erfolgte durch eine weitere Aufreinigung

mittels einer C18-Kartusche.
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Tabelle 4. 44: Ergebnis der Aktivitat in der Lésung nach der Pre-Konjugat-Markierung
von NOTA NCS und daran folgende Kopplung mit Avidin (150 nmol/ml)

SepPak C18 Aktivitatsanteil [%] Bestandteil
C18-Kartusche nach dem 18 - .
Spilvorgang (100% MeCN) 50 Al-""F-NOTA-Avidin-Konjugat
Eluat 50 Al-°F-NOTA-NCS

Die radiochemische Ausbeute des Al-**F-NOTA-Avidin-Konjugats, nach der Pre-Konjugat-
Markierung von NOTA-NCS und daran folgende Kopplung mit Avidin (150 nmol/ml) betragt
50%.

46.3 AnnexinV

4.6.3.1 Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Annexin V-Konjugat mit Al-®F-
Komplex im Verhaltnis von 29:1 (Kopplung: bei RT, Markierung: bei RT,

mit Aufreinigung)

In der folgenden Versuchsreihe handelt es sich um eine prinzipielle Machbarkeitsstudie der
post-Konjugat-Markierung mit Al-**F-Komplex, bei der ein nahezu 30facher Uberschuss von
NOTA-NCS zu Annexin V gewahlt wurde. Dabei ist selbstversténdlich, dass die biologische
Aktivitat des Annexins durch die Modifizierung der Lysine durch NOTA gegen Null geht.

1607 nmol NOTA-NCS* (in 200 pyl MeCN) wurden mit 56 nmol Annexin V (in 60 yl Wasser)
zwei Stunden bei Raumtemperatur und pH 8,5 gekoppelt. Ein Aliquot der Lésung wurde
mittels einer PD10-Chromatographie aufgereinigt und die Bildung des NOTA-Annexin V-
Konjugats mithilfe der Massenspektrometrie (MALDI/TOF/TOF) nachgewiesen (siehe dazu
Kapitel 4.6. 4, Abbildung 4. 12).

* Die Struktur des Annexin V ist bekannt, in der Literatur [Lit 41, Lit 82] fand sich ein Hinweis darauf, dass
Annexin V bis zu 22 Lysine enthélt und theoretisch mehrere Molekile NOTA binden kann.

Auch fur das Protein Avidin ist es bekannt, mehrere NOTA Molekile binden zu kdnnen (Lit 83, Lit 84). Um dies
nachzuweisen, wurde ein NOTA-Avidin-Konjugat im Verhéaltnis 12 zu 1 (NOTA zu Protein) vorbereitet. Das hoch
konjugierte Avidin-Derivat wurde mithilfe der Massenspektrometrie (MALDI/TOF/TOF) nachgewiesen (siehe dazu
Kapitel 4.6. 4, Abbildung 4. 11).

Der Rest der Reaktionslosung, der nicht fir MS-Nachweis verwendet wurde, wurde mittels
einer PD10-Chromatographie aufgereinigt, um das Uberschissiges NOTA-NCS zu
entfernen. Die 4. ml Fraktion wurde unter Zugabe von 60 ul HEPES auf pH 4 eingestellt, und
mit 100 pl Al-**F-Komplex (ca. 300 MBq) 60 Minuten bei Raumtemperatur markiert.

Da hier relativ hohe NOTA-NCS-Mengen eingesetzt wurden, bestand die Gefahr

der Uberladung der PD10-Saule. Um diese Problematik besser einzuschatzen und
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Fehlinterpretationen zu vermeiden, wurde nach der Markierungsreaktion die 4. ml-Fraktion
einer weiteren PD10-Chromatographie unterworfen und die 4. ml Fraktion zusétzlich mittels
DC-Chromatographie (Si60, MeCN/Wasser 1:1) analysiert (siehe Tabelle 4. 45 und Tabelle
4. 46).

Tabelle 4. 45; Erste PD10-Chromatographie, nach Al-*®F-Markierung von NOTA-Annexin V-

Konjugat
PD10-Chromatographie Aktivitat [MBq] Anteil [%]
PD10-Saule nach Probenaufgabe 0,146 100
4. ml 0,117 80,1
PD10-Saule nach der Elution der ersten 4. ml 0,021 14,4

In der 4. ml-Fraktion befand sich ein Anteil von 80% der Aktivitat. Es bestand jedoch der
Verdacht, dass die PD10-Saule Uberladen wurde und daher mdéglicherweise eine Mischung
aus Al-®F-NOTA-NCS, Al-®F-NOTA-Annexin V-Konjugat, *®F-Fluorid und Al-**F-Komplex

enthalten war.

Tabelle 4. 46: Ergebnis der DC-Chromatographie (Si60, MeCN/Wasser 1:1) der markierten 4.

ml-Fraktion nach der ersten PD10-Chromatographie

Position auf der DC Verteilung der Aktivitat [%)]
Oben (R¢ > 0,6) 13,1
Unten (R¢ < 0,4) 86,9

Auf dem unteren Abschnitt, auf dem sich das Al-**F-NOTA-Annexin V befindet (zusammen
mit *®F-Fluorid und Al-**F-komplex), wurde einen Anteil von 87% an Aktivitat gefunden.
Die restliche Aktivitat von 13,1% auf dem oberen Abschnitt entspricht dem nicht reagierten
Al-'®F-NOTA-NCS. Das bedeutet, dass die erste PD10-Chromatographie, wie erwartet, nicht
erfolgreich war. Daher wurde eine weitere PD10-Chromatographie angefertigt, um eine

bessere Auftrennung zu erreichen (siehe Tabelle 4. 47).

Tabelle 4. 47: Zweite PD10-Chromatographie aus dem 4. ml der ersten PD10-S&ule-Elution

PD10-Chromatographie Aktivitat [MBq] Anteil [%]
PD10-Saule nach Probenaufgabe 0,062 100
4. ml 0,033 53,2
PD10-Saule nach der Elution der ersten 4. ml 0,029 46,8

Wiedergefunden wurden 53,2% von 80,1%, die dem Al-*®F-NOTA-Annexin V-Konjugat
entsprechen. Von den verbliebenen 46,8% auf der PD10-Séule sind laut DC-
Chromatographie (siehe Tabelle 4. 46) 13,1% an Al-'®*F-NOTA-NCS zu erwarten. In den
restlichen 33.7% befinden sich *®F-Fluorid und Al-'®F-komplex.

Zur Absicherung des Ergebnisses wurde die 4. ml-Fraktion zusatzlich mittels einer weiteren

DC-Chromatographie (Si60, AcetonitrilWasser 1:1) analysiert. Auf dem oberen Abschnitt
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(Rf > 0,6), auf dem sich das Al-*®F-NOTA-NCS befindet, war keinen Anteil an Aktivitat zu
finden. Der untere Abschnitt (R;>0,4) ergab 100% des markierten NOTA-Annexin V-
Konjugats. Die 53% an dem markierten NOTA-Annexin V-Konjugat (zweite PD10-Saule,
Tabelle 4. 47) lieRen sich somit bestatigen.

4.6.3.2 Pre-Konjugat-Markierung von NOTA-NCS mit Al-®*F-Komplex und
anschlieBender Kopplungsreaktion mit Annexin V (415 nmol/ml)

(Markierung: bei 90 °C, Kopplung: bei RT, mit Aufreinigung)

1607 nmol NOTA-NCS (in 300 pl MeCN) wurden mit 100 pl Al-**F-Komplex (ca. 300 MBQ)
15 Minuten bei 90 °C und pH 4 markiert. AnschlieBend erfolgte eine Aufreinigung mittels
C18-Kartusche, zunéchst mit Wasser (0,5 ml) gefolgt von 20%iger MeCN/Wasser-Lésung
(0,5 ml) und schlieBlich mit 50%iger MeCN/Wasser-Lésung (0,5 ml).

Tabelle 4. 48: C18-Kartuschenaufreinigung von Al-"®F-NOTA-NCS

Kartusche K'artysche . I'El'gat

Aktivitat [MBq] Aktivitat [MBq]
nach Beladen 123,9 100%
nach Spilen mit Wasser 109,7 11,46% (Al-"°F-Komplex)
nach Spiilen mit 20% MeCN 104,8 3,95% (Al-"°F-Hydrolyseprodukt)
Nach spiilen mit 50% MeCN 4,89 76,3% (Al-°"F-NOTA-NCS)

Mit 100 ul der 50% MeCN/Wasser-Loésung wurde fortgefahren unter Zugabe von 83 nmol
Annexin V (in 100 pl Wasser). Die Kopplungsreaktion erfolgte bis zu 105 Minuten bei
Raumtemperatur und pH 8,5. Alle 15 Minuten wurde eine Probe entnommen und mittels DC-

Chromatographie (Si60, MeCN/Wasser 1:1) analysiert.

Tabelle 4. 49: Radiochemische Ausbeute nach Pre-Konjugat-Markierung von NOTA-NCS
mit Al-**F Komplex und anschlieBender Kopplungsreaktion mit Annexin V
(415 nmol/ml)

Kopplungsdauer Radiochemische Ausbeute
[min] [%]
15 19,6
30 31,5
45 38,8
75 44,7
90 50,0
105 62,0

Die Hohe der radiochemischen Ausbeute korreliert proportional mit der Kopplungsdauer.
Nach 105 Minuten blieb ein Anteil von 62% Al-**F-NOTA-Annexin V-Konjugats auf der DC-
Platte unten liegen (Rf < 0.5). Der Rest der Aktivitat, 38% auf dem oberen Abschnitt,
entspricht dem nicht reagierten Al-**F-NOTA-NCS.
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Zur Absicherung des Ergebnisses wurde zusatzlich die Al-*F-NOTA-Annexin V-Konjugat-
Losung (nach 105 Minuten) auf eine weitere C18-Kartusche gegeben. In der eluierten
Losung (0-100% MeCN in Wasser) befand sich ein Anteil von 38%. Die restlichen 62%
verblieben auf der Kartusche, was die 62% an Al-**F-NOTA-NOTA-Annexin V-Konjugat
bestatigt.

4.6.3.3 Pre-Konjugat-Markierung von NOTA-NCS mit Al-**F-Komplex und
anschlieBender Kopplungsreaktion mit Annexin V (135 nmol/ml)

(Markierung: bei 90 °C, Kopplung: bei RT, mittels HPLC aufgereinigt)

1607 nmol NOTA-NCS (in 300 yl MeCN) wurden mit 100 pl Al-**F-Komplex (ca. 300 MBQ)
15 Minuten bei 90 °C und pH 4 markiert. AnschlieBend wurden 50 pl der Lésung mittels
HPLC (C18-Saule, Gradient 1) getrennt. Der Radiopeak (bei 15 Minuten) des markierten
NOTA-NCS wurde aufgefangen (Ausbeute von 78%).

100 pyl der aufgefangenen Loésung wurden mit 27 nmol AnnexinV (in 100 pyl Wasser)
versetzt. Es folgte eine Zugabe von Natriumhydrogencarbonat zur Einstellung des pH-
Wertes auf 8,5. Nach einer Reaktionsdauer von 60 Minuten bei Raumtemperatur wurde die
Reaktionslosung mittels DC-Chromatographie (Si60, MeCN/Wasser 1:1) analysiert. 55% der
Aktivitat verblieben bei R;~ 0 (auf der Basislinie) liegen, die restlichen 45% (Al-*F-NOTA-
NCS) wurden auf dem oberen Abschnitt (R; > 0,5) des DC-Streifens ermittelt.

Tabelle 4. 50: Radiochemische Ausbeute nach Pre-Konjugat-Markierung von NOTA-NCS
mit Al-**F Komplex und anschlieBender Kopplungsreaktion mit Annexin V
(235 nmol/ml)

Position auf der DC Verteilung der Aktivitat
(MeCN/Wasser 1:1) [%6]

Oben (R > 0,5) 45

Unten (R¢ < 0,5) 55

Zur Bestatigung des Ergebnisses wurde diese Losung mittels PD10-Saule chromatographiert
und dabei in 1 ml Fraktionen mit Wasser eluiert. In der 4. ml-Fraktion befanden sich 52% der
Aktivitdt. Die restlichen 3% verteilten sich auf die 3. und 5. mil-Fraktion. Eine DC-
Chromatographie (Si60, MeCN/Wasser 1:1) der 4. ml-Fraktion ergibt 100% des markierten
NOTA-Annexin V-Konjugats im unteren Abschnitt.

Da zuerst eine Aufreinigung/Trennung mittels HPLC erfolgte ist diese Methode sicherlich am
besten geeignet, die biologische Aktivitat des Annexin V zu erhalten, da hier nur tragerfrei
Mengen (bei idealer HPLC-Chromatographie) an Al-**F-NOTA-NCS auf einen sehr groRRen

Uberschuss an Annexin V trifft und somit pro Annexin V-Molekil nur ein NOTA-Molekiil
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reagiert. Die radiochemische Ausbeute lieRe sich vermutlich Gber héhere Annexin V-
Konzentrationen noch steigern, ist jedoch mit ~55% bei der eingesetzten Annexin V-

Konzentration von 135 nmol/ml schon durchaus zufriedenstellend.

Zusammenfassung der Al-*®F-Pre- und Post-Konjugat-Markierung von NOTA-Protein-

Konjugat

Tabelle 4. 51: Zusammenfassung der Pre-Konjugat-Markierung und Post-Konjugat-Markierung

mit AI-lSF-KompIex

Methode (Aufreinigung) Kopplungsdauer Markierungsdauer
Verhéaltnis NOTA-NCS:Protein bzw. ppiung ' g ' RA [%]
. . Temperatur Temperatur

Konzentration des Proteins

Post-Konjugat (PD10-Saule) . .

2:1 (Albumin) 120 min., RT 60 min., RT 50

Post-Konjugat (2 x PD10-Saule) . .

29:1 (Annexin V) 120 min., RT 60 min., RT 53

Pre-Konjugat (HPLC) . . o

135 nmol/L (Annexin V) 60 min., RT 15 min., 90 °C 55

Pre-Konjugat (C18-Kartusche) . . o

150 nmol/ml (Avidin) 60 min., RT 15 min., 90 °C 50
45 min, RT 38,8

Pre-Konjugat (C18-Kartusche) 75 min, RT . o 447

415 nmol/L (Annexin V) 90 min, RT 15 min., 90°C 50
105 min., RT 62

Nach der Pre-Konjugat- und der Post-Konjugat-Markierungsmethode sind die erreichten
Ausbeuten bei der Markierung mit Al-**F-Komplex vergleichbar (50-60%). Eine Erhéhung der
Ausbeute lieRe sich mit Steigerung der Markierungsdauer erreichen, aber mit dem Nachteil
des Verlustes an Aktivitat durch die Halbwertszeit. Die radiochemische Ausbeute lieRe sich

vermutlich auch tber héhere Annexin V-Konzentrationen noch steigern.

46.4 Massenspektrometrie

Sowohl beide Proteine (Avidin und Annexin V) als auch die NOTA-Avidin/Annexin V-
Konjugate wurden in der 3-5. ml Fraktion nach der PD210-Chromatographie mithilfe
Massenspektrometrie (MALDI/TOF/TOF, mit DHAP als Matrix) nachgewiesen.

Einige beispielhafte MS-Spektren folgen:
Im Falle des Avidins (siehe Abbildung 4. 6) finden sich Massen von 15911 (Monomer),
31873 (Dimer), 47780 (Trimer) und 63544 (Tetramer).

Das Monomer mit einer Masse von 15911 ist in Abbildung 4. 6 vergréRert dargestellt,

wahrend die des Dimers, Trimers und des Teramers in Abbildung 4. 7 dargestellt sind.
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Narme, Probe: Haslamun, Addn (Gea) 2012-04-12 14:25:08

Batrix: DHAF
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Abbildung 4. 6: Massenspektrum des Avidin-Monomers in der 4. ml Fraktion
Namw, Probe: Hashsmun, Avidin (Glss) 2012-04-12 144737
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Abbildung 4. 7: Massenspektrum des Avidin-Dimers (M=31873), des Avidin-Trimers
(M=47780) und des Avidin-Tetramers (M=63544)

Im Falle des Annexin V findet sich eine Masse von 35740 mit einer hohen Intensitat in

der 4. ml-Fraktion (Abbildung 4. 9). Ein geringer Anteil ist auch in der 3. ml (Abbildung 4. 8)

und 5. ml (Abbildung 4. 10) vorhanden. Im 6. ml ist kein Annexin V mehr enthalten.
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Probe: Hashiamun Fraktion 3 20130130 12:05.44

Mutrix: DHAD

178056
357164
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Massenspektrum der 3. ml Fraktion von Annexin V mit einer Masse
von 35716,4. Der Wert von 17805 entspricht der Masse M/2
wahrscheinlich  ohne die Aminosaure Glycin, welche rein
rechnerisch bei 17783 liegen musste. Die Masse 11841 entspricht

der Masse M/3 ohne Glycin, welche rein rechnerisch bei 11830 liegen

musste.
, Probe: Hashlamun, Fraktion 4 2013-010-32 110244
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Massenspektrum der 4. ml Fraktion von Annexin V mit einer Masse von
35740,0.
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Nacre, Probe: Mashismun Mraktion § 2073-01-30 11:10:38

Mutrix: OHAR
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Abbildung 4. 10: Massenspektrum der 5. ml Fraktion von Annexin V mit einer Masse von
35729,6.

Im Vergleich zu der publizierten molaren Masse von Annexin V mit 35800 Da kénnen die

nicht ganz genauen wiedergefundenen Massen in dieser Gro3enordnung als Messfehler
gewertet werden.

Die Bildung des NOTA-Avidin-Konjugats wurde ebenfalls mit MS nachgewiesen. Die
Abbildung 4. 11 zeigt, dass Avidin 8-12 Molekile NOTA-NCS* gebunden hat (pro Monomer

des Proteins wurden 2-3 Molekile NOTA gebunden), was einer maximalen Masse von
17227 entspricht.

*Avidin ist ein tetrameres Protein. Tetramer bedeutet, dass das Molekil aus vier identischen Monomeren besteht
(jede Untereinheit hat ihre eigene biologische Aktivitat).

Naee, Probe: Mashisman, Avign-Nota 20121121 150759
Matrix: CHAP

0544.1

184500

Abbildung 4. 11: Massenspektrum des NOTA-Avidin-Konjugates
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Die Bildung des NOTA-Annexin V-Konjugats wurde auch nachgewiesen. Abbildung 4. 12
zeigt, dass Annexin V 17 Molekile NOTA-NCS gebunden hat, was einer Masse von 43564,6
entspricht.

wme, Peobe. Hishamun, Aracxa Neta 2013431418 D9:66 58

87724.1

Abbildung 4. 12: Massenspektrum des NOTA-Annexin V-Konjugates

Dieses hoch konjugierte Derivat wurde in dem Versuch zur post-Konjugat-Markierung mit Al-
8F eingesetzt, im Verhaltnis von 29:1 NOTA-NCS zu Annexin V (s. Kapitel 4.6. 3).
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5. DISKUSSION

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte als potentieller PET-Tracer ein mit den PET-
Nukliden '®F-Fluorid bzw. ®*Gallium markiertes Annexin V-Derivat zur Detektion athero-
sklerotischer Plagues entwickelt werden.

Dazu wurde eine Auswahl an geeigneten bifunktionellen Chelatisierungsagenzien (als
reaktive Funktionalitat zum Annexin V wurde die Isothiocyanatgruppe gewahlt) mit ®®Gallium
und ®F-Fluorid markiert, und die zum Erhalt der optimalen radiochemischen Ausbeuten
notwendigen Konditionen untersucht. *®F-Fluorid sollte dabei nicht wie ublich kovalent

gebunden werden, sondern als Al-**F-Komplex chelatisiert werden.

AnschlieRend wurden die Kopplung der NCS-aktivierten Chelatisierungsagenzien (Chelator-
NCS) an Amine und die Markierung der Chelator-Amin-Konjugate mit ®Gallium und Al-*®F-
Komplex untersucht, wobei sowohl die Kopplungs- als auch die Radiomarkierungs-

bedingungen hinsichtlich optimaler Konditionen und Ausbeuten untersucht wurden.

Hierbei wurden zwei verschiedene Methoden angewendet und deren Vor- bzw. Nachteile

miteinander verglichen:

1. Die Post-Konjugat-Markierungsmethode, bei der zunachst die Chelator-Amin-
Konjugate gebildet wurden und im Anschluss daran die Radiomarkierung erfolgte.

2. Die Pre-Konjugat-Markierungsmethode, bei der zunachst die NCS-aktivierten
Chelatisierungsagenzien radiomarkiert wurden und erst danach mit Modellaminen

unter Bildung der Konjugate gekoppelt wurden.

AbschlieRend folgten Reaktionen mit Proteinen und deren Radiomarkierung. Dabei wurde
unter verschiedenen Aspekten untersucht, welche der beiden oben genannten Methoden
(Post- vs. Pre-Konjugat-Markierung) vorteilhafter ist. Der Aspekt der Anzahl radioaktiver
Reaktionsschritte war dabei nicht alleine ausschlaggebend. Es musste auch der
wirtschaftliche Gesichtspunkt eingebracht werden, da das zu verwendende Protein

Annexin V sehr teuer ist, sollte es mdglichst sparsam eingesetzt werden.

5.1 Chelatisierungsagenzien (Chelator-NCS)

Auf dem Weg der Radiomarkierung von Chelator-Protein-Konjugaten wurden zunéchst
die ausgewéhlten NCS-aktivierten Chelatisierungsagenzien mit ®Gallium bzw. AI-*°F-
Komplex unter Erreichen hoher radiochemischer Ausbeuten markiert. Diese NCS-aktivierten

Chelatisierungsagenzien dienen somit als Mittler (Linker) zwischen einem Protein
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(hier Annexin V) und einem geeigneten PET-Radionuklid, da die Radiomarkierung durch

Komplexbildung des Chelatisierungsagenzes mit dem Radionuklid erfolgt.

Im Rahmen der Arbeit wurden folgende Chelatisierungsagenzien gewahlt: p-SCN-Bn-NOTA,
p-SCN-Bn-PCTA, p-SCN-Bn-oxo-DO3A und p-SCN-Bn-DOTA.

Zur Optimierung der Markierungsreaktion wurden verschiedene Parameter untersucht, wie
pH-Wert, Temperatur, Reaktionsdauer, Chelatisierungsagenz-Stoffmenge, Puffer und Puffer-
Stoffmenge.

Die Markierung mit ®Gallium erwies sich fir alle eingesetzten Chelatisierungsagenzien
erfolgreich.

Die Markierung mit Al-*®F-Komplex gelang hingegen nur mit NOTA als Komplexligand.
Die zum Vergleich zu den anderen Liganden unterschiedliche Struktur des NOTA-Chelators
ist fUr dieses Verhalten verantwortlich (NOTA ist das einzige Chelatisierungsagenz, das nicht
die Struktur des Cyclododecanes hat). Bei Chelatisierungsagenzien ist bekannt, dass sie
sehr selektiv an bestimmte Metall-lonen binden, abhéngig vor allem von der Grof3e des
Ringes. Bei NOTA ist bekannt, dass die Kavitat des Ringes fir dreiwertige Metall-lonen
(Ga**, AP*) optimal ist. Sowohl Ga** als auch AI** bilden oktaedrische Komplexe mit einer
pentadentaten Bindung ausgehend von den Elektronenpaaren der drei Stickstoffen und den
drei Carboxylatgruppen des NOTA-Rings im Falle von Gallium und ausgehend von den drei
Stickstoffen und zwei Carboxylatgruppen des NOTA-Rings fur die Bindung

des Aluminiumfluorids.

Andere Komplexliganden als NOTA, die eine erfolgreiche Markierung von Al-'*F-Komplex
gestatten, sind in der Literatur bisher nicht bekannt.

pH-Abhéangigkeit

Da der pH-Wert bei der Chelatisierung eine wichtige Rolle spielt, wurde in entsprechenden
Versuchsreihen der optimale pH-Wert der Markierungsreaktion ermittelt. Der pH-Wert
beeinflusst die Komplexbildung, weil Liganden aufgrund ihrer freien Elektronenpaare auch
als Basen wirken kdnnen. Bei niedrigen pH-Werten konkurrieren Wasserstoff-lonen und
Metall-lonen um die Liganden, und die Komplexbildung wird erschwert. Ein héherer pH-Wert,
bei dem nur wenige Wasserstoff-lonen in der Losung vorliegen, wirkt sich demnach positiv
auf die Komplexbildung aus. Ein zu hoher pH-Wert bewirkt aber, dass die Metall-lonen im

alkalischen Milieu als Hydroxide ausfallen und somit keine Komplexe mehr bilden kdnnen.
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D.h. der optimale pH-Wert bei der Chelatisierung sollte ein entscheidender Parameter der

Reaktionsausbeute sein.

pH-Wert — ®®Ga-Markierung

Die Versuche zum pH-Wert bei der ®Ga-Markierung zeigen deutlich, dass bei einem pH-
Wert zwischen 3,5 und 4 die héchsten radiochemischen Ausbeuten erzielt werden konnten,
und das unabhangig davon, welcher Komplexligand (Chelatisierungsagenz) eingesetzt
wurde. Bei einem pH-Wert von 4 erfolgten anschlie3end alle weiteren Markierungsreaktionen

mit ®Gallium.

pH-Wert — Al-'*®F-Markierung

Die pH-Abhéngigkeit bei der Markierung mit Al-**F-Komplex ist ahnlich der Markierung mit
®8Gallium. Hier liegt der optimale pH-Wert zwischen 4 und 4,5. Bei diesem pH-Wert konnten
die héchsten radiochemischen Ausbeuten erzielt werden. Daher erfolgten auch hier alle

weiteren Markierungsreaktionen mit Al-*3F-Komplex bei einem pH-Wert von 4.

Stoffmengenabhangigkeit — ®®Ga- und Al-'®*F-Markierung

Bei den Untersuchungen zur Stoffmengenabhéngigkeit galt es, die optimal niedrigen
Stoffmengen an Komplexliganden herauszufinden, die hohe radiochemische Ausbeuten
ermoglichen. Dazu wurden die Konzentrationen immer weiter reduziert. Wie zu erwarten war,
stieg mit Erhéhung der eingesetzten Chelatisierungsagenz-Stoffmenge die radiochemische
Ausbeute, bis zum Erreichen eines Maximums bzw. eines Plateaus. Fur den Chelator NOTA-
NCS wurde bei der ®Ga-Markierung bei Einsatz von 159 nmol ein radiochemisches
Ausbeutemaximum von 97% erreicht. Bei der Markierung mit Al-**F-Komplex wurde ein
Maximum von 88% bei Einsatz von 106 nmol NOTA-NCS und 15 nmol A** erreicht (als
Vergleich: bei Einsatz von 106 nmol NOTA-NCS wurde unter den gleichen Konditionen bei
einer ®Ga-Markierung 92% erreicht). Die etwas geringere Ausbeute bei der Markierung mit
Al-"®F-Komplex lasst sich vermutlich darauf zuriickfiihren, dass bei der Al-'*F-Markierung

1>

auch das Risiko besteht, dass das Chelatisierungsagenz die Al**-lonen aus der Al-*°F-

1>

Komplex-Losung chelatisiert, sodass uberschissiges AlI°® die radiochemische Ausbeute

begrenzt.

Temperatur und Reaktionsdauer — ®*Ga-Markierung

Die Untersuchung der Reaktionstemperatur ergab, dass sich die radiochemische Ausbeute
bei Raumtemperatur und bei 90 °C nicht unterschied. Die Markierungsreaktion bei
Raumtemperatur liefert schon nach 15 Minuten Ausbeuten Uber 90% bei Einsatz von

106 nmol NOTA-NCS. Auch die Markierung der anderen Chelatisierungsagenzien gelang mit
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radiochemisch hohen Ausbeuten von 83 bis 90% bei Einsatz von 106 nmol Chelator-NCS
und bei Raumtemperatur.

Die Untersuchung der Reaktionszeit ergab das Maximum an radiochemischer Ausbeute
nach 15 Minuten Markierungsdauer (sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 90 °C).

Temperatur und Reaktionsdauer — Al-*®*F-Markierung

Die Markierungsreaktion mit Al-'*F-Komplex bei 90 °C lieferte nach 15 Minuten niedrigere
Ausbeuten als die ®®Ga-Markierung, dabei spielt das Stoffmengenverhaltnis AI** zu
Chelatisierungsagenz eine wichtige Rolle.

Weiterhin wurde bei der Al-*®F-Markierung die Temperatur von 40 °C untersucht, da in der
Zielreaktion mit dem Protein Annexin V die Reaktionstemperatur zum Schutz der
biologischen Aktivitat des Proteins 40 °C nicht Ubersteigen sollte.

Anders als bei der Markierung mit ®®Gallium ergab die Markierung mit Al-**F-Komplex, dass
sich die radiochemischen Ausbeuten bei 40 °C und 90 °C stark unterscheiden.

Bei 40 °C und Ansatz von 106 nmol NOTA-NCS und 7,5 nmol A" wurde nach 15 Minuten
eine Ausbeute von 55% erreicht, bei 90° C aber 78%. Eine fast quantitative Umsetzung bei

40 °C wurde ab Reaktionszeiten von ca. 45 Minuten erreicht.

Puffer — Al-*®F-Markierung
Bei der Markierung mit Al-*®F-Komplex wurde zusétzlich die Pufferabhéngigkeit untersucht.
Die Ergebnisse zeigten, dass sich mit Steigerung der eingesetzten Pufferstoffmengen

13

(Aluminiumacetatpuffer), bzw. der eingesetzten Al*"-lonen, die radiochemische Ausbeute

erhoht.

1>

Liegt ein Uberschuss an Aluminiumatomen (Verhéltnis A" zu Chelatisierungsagenz > 1) bei

der Komplexierung vor, besteht die Moglichkeit, dass das Chelatisierungsagenz freies AI**
anstelle von Al-*®F-Komplex inkorporiert. D.h. der Anteil an Al**-lonen sollte so gering wie
moglich gehalten werden jedoch noch genug, um eine gute radiochemische Ausbeute
erreichen zu kdnnen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nicht explizit untersucht, wie
hoch der Anteil an freiem, nicht gebundenem **F-Fluorid in der Al-"®F-Komplexlésung war.

Was aber feststeht, ist, dass eine Erh6hung der AR

-Stoffmenge bis zu 15 nmol keine
Reduktion der radiochemischen Ausbeuten verursachte (siehe unten), solange ein

geniigender Uberschuss an Komplexligand (z.B. 106 nmol) vorlag.

Bei einer Stoffmenge von 106 nmol NOTA-NCS und einer Markierungstemperatur von 90 °C
und nach 15 Minuten Reaktionszeit wurde bei Einsatz von 5 nmol AI** eine radiochemische
Ausbeute von 76% erreicht, bei 7,5 nmol AI** 78%, bei 10 nmol AI** 80% und bei 15 nmol

AI’* 88%. Bei einer weiteren Erhéhung auf 20 nmol AP** sank die Ausbeute auf 80%.
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Zusatzlich zu beachten ist, dass andere Puffer wie Natriumacetat, Natriumcitrat oder

Ammoniumacetat eine Markierung mit Al-**F-Komplex verhinderten.

Zusammenfassend gelten fir die Markierungsreaktion mit ®Gallium folgende
Reaktionsbedingungen als optimal:

pH-Wert: 3,5-4

2. Markierungsdauer und Markierungstemperatur: 15 Minuten bei Raumtemperatur oder
bei 90 °C

3. Chelatisierungsagenz-Stoffmenge: ab 106 nmol (Stammldsung: 3 mg

Chelatisierungsagenz/ml MeCN bzw. DMF)

Zusammenfassend gelten fir die Markierungsreaktion mit Al-®F-Komplex folgende

Reaktionsbedingungen als optimal:

1. pH-Wert: 4 - 4,5
Markierungsdauer und Markierungstemperatur: 15 Minuten bei 90 °C*

3. Stoffmenge AIF*: ab 10 nmol (Stammlésung: 0,468 mg AICI;x6H,0 in 1 ml 0,1M
Natriumacetatpuffer) bei einer eingesetzten Menge von 106 nmol NOTA-NCS
(Stammldsung: 3 mg Chelatisierungsagenz/ml MeCN bzw. DMF)**

*Fr Proteine ist eine Temperatur von 90 °C nicht geeignet, da sie denaturieren kénnen.
**Die Markierung mit Al-**F-Komplex gelang nur mit NOTA-NCS.

Hydrolyse der Isothiocyanatgruppe des Chelatisierungsagenzes

Bei Markierungsreaktionen unter erhdhten Temperaturen wurde nicht unerwartet die
Hydrolyse der Isothiocyanatgruppe des Chelatisierungsagenzes beobachtet. Die Bildung des
Hydrolyseprodukts ist prinzipiell unerwiinscht, da erstens ein Teil des Chelatisierungs-
agenzes zur Bildung des Chelator-Amin(Protein)-Konjugats nicht mehr zur Verfigung steht
und zweitens das Hydrolyseprodukt und das Chelatisierungsagenz bei der Markierung in

Konkurrenz stehen.
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Zusammenfassend koénnen folgende Faktoren zur Forderung der Hydrolyse der Isothio-

cyanatgruppe des Chelatisierungsagenzes beschrieben werden:

1. hohe Temperaturen wahrend der Reaktion
zu basischer oder sauerer pH-Wert der Losung
Stammldsungen des NCS-aktivierten Chelatisierungsagenzes bevorzugt in DMF statt
MeCN

Galliumkolloid

Die Bildung von Galliumkolloid wahrend der °®Ga-Markierung erwies sich neben der
Hydrolyse als ein weiteres Problem, vor allem bei der Reaktionen mit Proteinen. Eine
effiziente Trennung von Protein und Galliumkolloid musste gefunden werden, da sich Kolloid
und Protein bei vielen Trennmethoden gleich verhielten. Daher wurde untersucht, welche
Faktoren zu erhohter Kolloidbildung fuhrten. Die Bildung des Galliumkolloids ist von der
Temperatur und dem pH-Wert abhangig, niedrigere Temperaturen und niedrige pH-Werte

beugen der Bildung des Kolloids vor.

5.2 Pre- und Post-Konjugat-Markierungsmethode (Modellreaktionen mit Aminen)

In dieser Versuchsreihe wurden zwei unterschiedliche Markierungswege untersucht — die
Pre- und die Post-Konjugat-Markierungsmethode. Als Modellverbindungen dienten,
hinsichtlich der Reaktion mit dem Protein AnnexinV, die Amine n-Butylamin und
Dibutylamin.

Bei der Post-Konjugat-Markierungsmethode wurden im ersten Schritt die NCS-aktivierten
Chelatisierungsagenzien mit dem Amin gekoppelt und das entstandene Chelator-Amin-
Konjugat mit dem Radionuklid im zweiten Schritt markiert.

Bei der Pre-Konjugat-Markierungsmethode wurden zunachst die NCS-aktivierten
Chelatisierungsagenzien mit dem Radionuklid markiert und anschlieRend mit dem Amin

gekoppelt.

Die Pre-Konjugat-Markierungsmethode hat den entscheidenden Nachteil, dass sowohl die
Markierung als auch die Kopplung mit Radioaktivitdt erfolgen, wahrend bei der Post-
Konjugat-Markierungsmethode nur ein radioaktiver Arbeitsschritt erfolgt. Die eingesetzten
Radionuklide, sowohl *®Gallium als auch *®F-Fluorid haben eine geringe Halbwertszeit. Ein
maoglichst spater Einsatz des Radionuklids ist daher im Hinblick auf den fortschreitenden

Zerfall wiinschenswert.

Bei dieser Versuchsreihe mit Aminen wurden im experimentellen Teil nur die Ergebnisse der
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Post-Konjugat-Markierungsmethode vorgestellt, da sie bessere Ausbeuten lieferten.
Bei der Versuchsreihe mit Proteinen wird auf die Unterschiede (Vor- und Nachteile) der
beiden Methoden noch einmal detaillierter eingegangen (siehe unten).

Zur Optimierung der Post-Konjugat-Markierung der Chelator-Amin-Konjugate wurden
verschiedene Abhangigkeiten untersuch, wie z.B. Stoffmengenabh&ngigkeit, pH-Wert,
Temperatur und Reaktionsdauer.

Stoffmengenabhangigkeit — ®®Ga- und Al-'®F-Markierung

Analog zu den Markierungsreaktionen mit NOTA-NCS wurden die NOTA-Amin-Konjugate
mit *®Gallium und Al-*®F-Komplex markiert.

Auch bei der Markierung der NOTA-Amin-Konjugate mit *®Gallium fiihrte die Erhéhung der
NOTA-Stoffmenge zur Erhéhung der radiochemischen Ausbeute deutlich und war vdllig

analog der Markierung der NCS-aktivierten Liganden.

®8Ga-NOTA-n-Butylamin-Konjugat erreichte bei einem Einsatz von 133 nmol NOTA-NCS
nach 15 Minuten bei 90 °C eine radiochemische Ausbeute von 93%.
Al-*®F-NOTA-n-Butylamin erreichte bei Einsatz von 80 nmol nach 15 Minuten bei
Raumtemperatur eine radiochemische Ausbeute von 46% (im Vergleich: eine ®Ga-
Markierung unter gleichen Konditionen lieferte eine radiochemische Ausbeute von 88%).
Die Ausbeute erhéhte sich bei einer Verlangerung der Markierungsdauer von 30 Minuten auf
56% und von 45 Minuten auf 60%.

pH-Wert, Temperatur und Reaktionsdauer — ®®Ga- und Al-**F-Markierung

Die Markierung sowohl mit ®Gallium als auch mit Al-**F-Komplex erfolgt wie in den
Vorversuchen bei einem pH-Wert von 4.

Die Markierungsdauer mit ®®Gallium betragt bei den Chelator-Amin-Konjugaten (bzw.
Modellreaktionen mit Aminen) ebenfalls nur 15 Minuten bei Raumtemperatur oder 90 °C.
Dabei wurden Ausbeuten bei der Markierung mit ®Gallium im Verhaltnis 2:5
(Chelatisierungsagenz zu Amin) bei den verschiedenen Chelatisierungsagenzien von 88-
93% erreicht. Bei der Markierung mit Al-'®F-Komplex lag die maximal erreichte
radiochemische Ausbeute bei einer Markierungsdauer von 15-45 Minuten und bei

Raumtemperatur zwischen 46% und 60%.
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5.3 Versuche mit Proteinen

Galliumkolloid

Bei der *®Ga-Markierung der Chelator-Protein-Konjugate trat das Problem der Bildung von
®®Galliumkolloid auf. Bildet sich dieses Kolloid, kann analytisch nur schwer zwischen dem
Kolloid und dem Chelator-Protein-Konjugat unterschieden werden, sodass die Ermittlung der
Ausbeute nicht zuverlassig moglich ist.

Daher musste eine Methode zur Unterscheidung von ®Galliumkolloid und dem ®Ga-
Chelator-Protein-Konjugat gefunden werden. Aufgefallen war, dass sich sowohl
dunnschichtchromatographisch (iTLC, Si 60) als auch auf Reversed Phase (C18)-Kartusche
Galliumkolloid und Chelator-Protein-Konjugat gleich verhielten.

Die Trennung von Galliumkolloid und Chelator-Protein-Konjugat wurde mittels Protein-

beschichteten iTLC-Streifen und Size-Exclusion-Chromatographie (PD10) durchgefiihrt.

1. Nach Literaturrecherche war mittels einer mit HSA/0,9% NaCl beschichteten iTLC im
Fliemittel Ethanol/Ammoniak/Wasser (2:1:5) das Chelator-Protein-Konjugat auf dem

oberen Abschnitt zu finden, wahrend Galliumkolloid am Ursprung verblieb.

2. Es konnte mittels Size-Exclusion-Chromatographie (PD10) festgestellt werden, dass
das Galliumkolloid in den ersten beiden Fraktionen eluiert wird, wahrend

das Konjugat zwischen der 3. und 5. Fraktion.

Loslichkeit des Proteins

Als ein Problem bei der Konjugatbildung stellte sich das Ldsungsmittel der
Chelatisierungsagenz-Stammlésung heraus. Das organische Lésungsmittel DMF, welches
zuerst gewahlt wurde, um das Risiko der Hydrolysebildung zu verringern, féllte das Protein
aus. Somit musste zunachst untersucht werden, bei welchem Anteil organisches
Lésungsmittel DMF bzw. MeCN das Protein ausfallt. Es wurde festgestellt, dass hierbei
MeCN besser toleriert wird und erst bei héheren Anteilen zur Fallung des Proteins fihrte. Bei
MeCN ist das Protein erst bei Zugabe von 37,5% MeCN ausgefallen. Deswegen wurde

MeCN als Losungsmittel fiir die Chelatisierungsagenz-Stammlésung gewahilt.
Pre- und Post-Konjugat-Markierungsmethode -*®Gallium

Vergleicht man fiir die *®Ga-Markierung die Ergebnisse des Proteins Avidin bzw. Annexin V

ergibt sich folgendes Bild:
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Bei der Pre-Konjugat-Markierungsmethode mit Aufreinigung nach dem ersten Schritt wird

nach 45 Minuten Kopplungsdauer eine radiochemische Ausbeute von 68% erreicht. Bei der
Pre-Konjugat-Markierungsmethode ohne Aufreinigung wurde eine maximale radiochemische

Ausbeute von 63% nach einer Kopplungsdauer von 75 Minuten erreicht.

Der markierte Chelator-NCS kann im Falle der Pre-Konjugat-Markierung mittels C18-
Kartuschenaufreinigung relativ rein erhalten werden. Das ist auch durch Trennung mittels
HPLC-Chromatographie und Weiterverarbeitung der Produktfraktion moglich. Somit werden
alle Edukte bzw. entstandene Nebenprodukte vom markierten Chelator-NCS entfernt. Freies
Radionuklid sowie evtl. gebildetes Hydrolyseprodukt oder Galliumkolloid (bei der ®Ga-
Markierung) sind durch die Aufreinigung nicht mehr in der Losung zur Kopplung mit dem
Zielmolekul enthalten. Galliumkolloid bleibt auf der C18-Kartusche / HPLC-S&ule zuriick und
freies Nuklid sowie das Hydrolyseprodukt werden in polareren Ldsungen eluiert. Ohne
solche vorherige Aufreinigung kann das Galliumkolloid mittels C18-Kartusche von dem
Chelator-Protein-Konjugat nicht mehr getrennt werden, zudem verbliebe das Protein selbst

auf der Kartusche.

Im Vergleich zur der Pre-Konjugat-Markierungsmethode wurden mit der Post-Konjugat-
Markierungsmethode hohere Ausbeuten erzielt. Zusatzlich bestatigen die hdheren
radiochemischen Ausbeuten bei geringerer Reaktionsdauer den Schritt der Aufreinigung als
Vorteil. Somit ist eine Aufreinigung nach dem ersten Schritt sinnvoll, um stérende Edukte

oder Substanzen aus der Losung zu entfernen.

Bei der Post-Konjugat-Markierungsmethode mit Aufreinigung nach dem ersten Schritt

benétigt man 30 Minuten fiir eine ®Ga-Markierung, um eine radiochemischen Ausbeute von

90% zu erreichen. Bei der Post-Konjugat-Markierungsmethode ohne Aufreinigung wurden

unter den gleichen Konditionen nach 30 Minuten 80% erreicht.

Pre- und Post-Konjugat-Markierungsmethode — Al-'*F-Komplex
Vergleicht man fiir die Al-'*F-Markierung die Ergebnisse des Proteins Avidin bzw. Annexin V

ergibt sich folgendes Bild:

Bei der Al-'®F-Markierung waren die Ausbeuten der Pre- und Post-Konjugat-

Markierungsmethode mit Aufreinigung nach dem ersten Schritt vergleichbar. Die Ausbeuten

lagen zwischen 38% und 62% bei einer Reaktionsdauer von 45-105 Minuten.
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Bei dieser Versuchsreihe wurden im experimentellen Teil nur die Ergebnisse mit

Aufreinigung vorgestellt, da sie bessere Ausbeuten lieferten.

Verhéltnis Chelatisierungsagenz zu Protein

Auch bei Verwendung von Al-**F-Komplex wirkte sich das Verhaltnis Chelator-NCS zu
Protein entscheidend auf die radiochemischen Ausbeute aus. Dazu wurden unterschiedliche
Verhéltnisse NOTA-NCS zu Protein untersucht. Dabei sollte beachtet werden, dass sich das
angegebene Verhdaltnis bei den Post-Konjugat-Markierungen auf die eingesetzten
Stoffmengen des nicht markierten NOTA-NCS beziehen (nicht auf das markierte NOTA-
NCS). Bei den Pre-Konjugat-Markierungen bzw. in Fallen wo nur radioaktive Substanz
vorgelegen wird, ist die Konzentration des stabilen nicht radioaktiven Reaktionspartners (in

unserem Falle des Proteins) die ausschlaggebende Grélie.

Bei der Post-Konjugat-Markierung mit ®Gallium hatte sich das Stoffmengenverhaltnis 2:1
(Chelator-NCS zu Protein) als das gunstigste (sowohl fir das Protein Albumin als auch fur
Avidin und Annexin V) herausgestellt. Die Post-Konjugat-Markierung bei einer Temperatur
von ca. 40 °C im Verhaltnis 2:1 erzielte die Ausbeuten von ca. 90% nach 30 Minuten

Markierungsdauer.

Die hohen Ausbeuten von ca. 90%, die bei der Post-Konjugat-Markierung mit ®®Gallium
erzielt werden konnten, lieBen sich bei der Al-®F-Markierung nicht erreichen. Bei dem fiir
®8Gallium giinstigsten Verhaltnis von 2:1, lieRen sich hier nur maximale Ausbeuten von 50%
erzielen. Daher wurden hohere Chelatisierungsagenz-Stoffmengen eingesetzt und die
Ergebnisse der Massenspektroskopie hinzugezogen, um die Zahl der tatsachlich
gebundenen NOTA-Molekille an die Proteine zu ermitteln, da laut Literatur beide Proteine
(Avidin und Annexin V) mehrere Lysine in der Struktur erhalten.

Ausgegangen war von der Uberlegung, dass mit steigendem NOTA-Anteil auch mehrere
NOTA-Molekile an das Protein gebunden werden, damit sollte sich die radiochemische
Ausbeute erhthen. Dabei muss beachtet werden, dass sich die biologische Aktivitat des
Annexins durch die Modifizierung der Lysine durch NOTA verandern kann.

Selbst wenn alle Lysinreste der Proteine, was natirlich zu einem Totalverlust der
biologischen Aktivitdt fuhren wirde, mit NOTA-NCS konjugiert waren, lie3e sich die

radiochemische Ausbeute nicht deutlich Gber 50% steigern.

Als die am besten geeignete Methode im Hinblick auf die biologische Aktivitdt des Proteins

Annexin°V zeigte sich die Pre-Konjugat-Markierungsmethode mit Aufreinigung (HPLC-

Chromatographie nach dem ersten Schritt), bei der nur tragerfreie Mengen an Al-"*F-NOTA-
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NCS zu einem groRen Uberschuss an Annexin V eingesetzt wurden, und somit pro
Annexin V-Molekul nur ein NOTA-Molekul reagierte. Die radiochemische Ausbeute lief3e sich
vermutlich Uber héhere Annexin V-Konzentrationen noch steigern, ist jedoch mit ~55% bei
der eingesetzten  Annexin V-Konzentration von 135 nmol/ml  schon  durchaus

zufriedenstellend.

Abschlieend kann festgestellt werden, dass die Zielreaktion, nadmlich die Markierung des
Proteins Annexin V mit Al-*®F-Komplex, gelang, wenn auch mit geringeren radiochemischen
Ausbeuten als bei der *®Ga-Markierung. Das kann damit erklart werden, dass die NOTA-
Kavitat fur das Gallium eine optimalere GroRe hat als fur den Al-*®F-Komplex und
desweiteren bei der AI—18F—Markierung auch das Risiko besteht, dass das

>

Chelatisierungsagenz die Al**-lonen aus der Al-*®F-Komplex-Lésung chelatisiert (Al**-lonen

>

und Al-F-Komplex stehen in Konkurrenz), sodass Uberschiissiges Al*" die radiochemische

Ausbeute begrenzt.

Zusammenfassung der Vorteile und Nachteile der Pre- und Post-Konjugat-
Markierungsmethode

Die Post-Konjugat-Markierung mit ®®Gallium lieferte im Vergleich zu der Pre-Konjugat-
Markierung héhere Ausbeuten. Die Post-Konjugat-Markierungsmethoden sind fiir ®®Gallium
daher vorteilhafter. Bei der Al-'®F-Markierung waren die Ausbeuten der Pre- und Post-
Konjugat-Markierung vergleichbar.

Die Markierungszeiten des Chelator-Protein-Konjugats (Post-Konjugat-Markierung) sind
relativ lang (ca. 60 Minuten). Dem gegenuber steht eine kurze Markierungsdauer bei der
Pre-Konjugat-Markierung, die nur 15 Minuten betrégt, aber einen weiteren radioaktiven
Kopplungsschritt mit einer Dauer von 30-120 Minuten erforderlich macht.

Die Pre-Konjugat-Markierung hat insbesondere hinsichtlich der Markierung von Proteinen
den Vorteil, dass bei der eigentlichen Radiomarkierung hohe Temperaturen eingesetzt
werden koénnen ohne Gefahr, das einzusetzende Ziel-Protein zu zerstdéren. Die Pre-
Konjugat-Markierungsmethode hat jedoch auch einen mdéglicherweise entscheidenden
Vorteil, dass die Stoffmengen gering gehalten werden koénnen. Im Grenzfall kdnnte
radiomarkiertes Chelatisierungsagenz mittels z. B. HPLC-Chromatographie vom nicht
markierten Chelatisierungsagenz getrennt und gereinigt werden. Somit bestinde die
Mdoglichkeit einer strikten 1:1 Markierung von Radionuklid und Protein, welches strukturell die
geringstmogliche Veranderung des Proteins bedeutet und somit héchste biologische
Aktivitat.
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Hauptvorteil der Post-Konjugat-Markierung ist der Ausbeutegewinn bedingt durch den
Einsatz von Radioaktivitat als abschlieRenden Schritt, wahrend der Hauptvorteil der Pre-
Konjugat-Markierung hier darin zu sehen ist, dass samtliche Arbeitsschritte durch radioaktive
Detektion leicht analysierbar sind.

AbschlieRend sind die Vor- und Nachteile der Post- und Pre-Konjugat-Markierungsmethode
im Vergleich aufgelistet. Dies geschieht im Hinblick auf eine mdogliche zukunftige
Verwendung des NOTA-Annexin V-Konjugats als Tracer fur Diagnostik in der

Nuklearmedizin.

Tabelle 5. 1:  Vor- und Nachteile der Pre- und Post-Konjugat-Markierung im Vergleich

. Post-Konjugat-Markierung . Pre-Konjugat-Markierung
Schritt Vorteil Nachteil Schritt Vorteil Nachteil
gunstige
keine RA, Aufreinigung Aufreinigung :
1. Kopplung langere RZ PD10° keine 1. Markierung (C18, HPLC), RA schonhlm
maglich RA-Detektion® RA-Detektion, | €'Sten Schritt
kurze RZ
langere RZ RA, langere
2. Markierung | RA-Detektion nicht moglich 2. Kopplung RA-Detektion RZ nicht
(da RA) maoglich

RA = Radioaktivitét, RZ = Reaktionszeit
A als Nachweis nur MS méglich (Nachteil: Kosten, keine Aussage tiber die Ausbeute).

B langere Aufreinigungszeit + arbeitsaufwéndig
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die haufigste Ursache von akuten Koronarsyndromen ist die Ruptur einer athero-
sklerotischen Plaque der Koronargefal3e, wobei ca. 60 - 80% der Infarkte in Bereichen
entstehen, die in den Monaten zuvor nicht signifikant stenosiert waren. Zur Diagnose der
vulnerablen Plaques (ein Plaque-Typ, der besonders gefahrdet ist zu rupturieren) werden
vorzugsweise nichtinvasive Techniken angewandt, wie z.B. Myokardperfusionsszintigraphie,
Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie (MRT) oder Paositronen-
Emissions-Tomographie (PET). Dazu wird ein radioaktiver Tracer benotigt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde als potentieller PET-Tracer ein mit den PET-
Nukliden (**F-Fluorid bzw. ®Gallium) markiertes Annexin V-Derivat entwickelt.
Die Markierung des Proteins erfolgte Uber ein geeignetes bifunktionelles Chelatisierungs-
agenz. *8F-Fluorid wurde dabei nicht wie tiblich kovalent gebunden, sondern als Aluminium-

Fluorid-Komplex chelatisiert.

Zur Optimierung der Markierungsreaktion wurden verschiedene Parameter untersucht wie
pH-Wert, Temperatur, Reaktionsdauer, Chelatisierungsagenz-Stoffmenge, Puffer und Puffer-
Stoffmenge. Weiterhin wurden auch unterschiedliche Trennmethoden bzw. Aufreinigungs-

methoden untersucht.

Die Markierung mit ®Gallium erwies sich fir alle eingesetzten Chelatisierungsagenzien
erfolgreich. Die Markierung mit Al-'®F-Komplex gelang hingegen nur mit NOTA-NCS als
Komplexligand (die Isothiocyanatgruppe wurde als reaktive Funktionalitat zum Annexin V
gewahlt). Dabei wurden zwei unterschiedliche Markierungswege untersucht (Pre- vs. Post-

Konjugat-Markierungsmethode) und deren Vorteile bzw. Nachteile miteinander verglichen.

Als die am besten geeignete Methode im Hinblick auf die biologische Aktivitat des Proteins
Annexin V zeigte sich die Pre-Konjugat-Markierungsmethode mit Aufreinigung (HPLC-
Chromatographie nach dem ersten Schritt), bei der nur tragerfreie Mengen an Al-"*F-NOTA-
NCS zu einem groRen Uberschuss an Annexin V eingesetzt wurden, und somit pro Annexin-

Molekul nur ein NOTA-Molekil reagierte.
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7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

a Alpha

B Beta

', Gamma

u Mikro

Ve Elektron-Neutrino

A Angstrém

ag wassrig (agueous)

As spezifische Aktivitat

Bq Bequerel

BSA Bovine Serum Albumine

bzw. Beziehungsweise

c.a. carrier added

c.f. carrier free

Ci Curie

cpm counts per minute

cps counts per seconds

CT Computertomographie

d Day

Da Dalton

DC Dinnschichtchromatographie

d.h. das heil3t

DHAP 2,5-Dihydroxyacetophenon

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DOPA 3,4-Dihydroxyphenylalanin

DOTA 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure

DOTA-NCS 2-(4-Isothiocyanatobenzyl)-tetraazacyclododecan-1,4,7,10-

(p-SCN-Bn-DOTA) tetraessigsaure

DOTATATE 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure-octreotat

DOTATOC 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure-octreotid

DTPA Diethylentriaminpentaessigsaure

e’ Positron

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

EDTMP Ethylendiamin-tetra(methylenphosphonsaure)

EtOH Ethanol

FDG Fluorodesoxyglukose

g Gram

GBq Gigabequerel

h Hour

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinylethanséure

his Histidin

HPLC High Pressure Liquid Chromatography
(Hochdruckflussigkeitschromatographie)

HSA Humanes Serum Albumin

HSAB Hard and Soft Acids and Bases

HYNIC Hydrazinnikotinamid

IBZM lodobenzamid

iTLC-SG Instant Thin Layer Chromatography Silica Gel

V. Intravends

kDa Kilodalton

keV Kiloelektronvolt

LCMS Liguid Chromatography Mass Spectrometry

Lys Lysin

MALDI Matrix unterstitzte Laser Desorption/lonisation

Max. Maximum

MBq Megabequerel

MeCN Acetonitril

mg Milligramm
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MIBG Metaiodbenzylguanidin

min Minuten

ul Mikroliter

ml Milliliter

mM Millimolar

mm Millimeter

mol Mol

mmol Millimol

MRT Magnetresonanztomographie

MS Massenspektroskopie

n Neutron

n.c.a. non carrier added

NCS Isothiocyanat

nm Nanometer

nmol Nanomol

NMR Kernspinresonanzspektroskopie

NOTA 1,4,7-Triazacyclononane-1,4,7-triaessigsaure
NOTA-NCS 2-(4-Isothiocyanatobenzyl)-1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-

(p-SCN-Bn-NOTA)

triaessigsaure

OH

Hydroxy

OSAP

Puffer (Natriumsalz der Octansulfonsaure + Phosphorsdure+ Wasser)

Ox0-DO3A-NCS
(p-SCN-Bn-Ox0-Do3A)

Oxa-4,7,10-tetraazacyclododecane-5-S-(4-isothiocyanatobenzyl)-
4,7,10-triaessigsaure

p Proton
PBS Phosphate Buffered Saline
PCTA-NCS 6,9,15-Tetraazabicyclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-triene-4-S-(4-

(p-SCN-Bn-PCTA)

isothiocyanatobenzyl)-3,6,9-triaessigsaure

PD10

protein desalting column (Saulen zur Elution nach
GroéRenausschluss)

PET Positronen-Emissions-Tomographie

PS Phosphatidylserin

PSMA Prostata-Spezifisches Membran Antigen

R; Retentionsfaktor

RA radiochemische Ausbeute

RP Reversed Phase

RT Raumtemperatur

RZ Reaktionszeit

SEC Size Exclusion Chromatography
(GréRenausschlusschromatographie)

SPECT Single Photon Emission Computed Tomography

S.u. siehe unten

TFA Trifluoressigséaure

TLC Thin Layer Chromatography (Dinnschichtchromatographie)

TOF Time of Flight

u.a. unter anderem

usw. und so weiter

uv Ultraviolett

Vis Visible, sichtbar

z.B. zum Beispiel
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